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Uno de los procesos más contaminantes en el país es la explotación 
petrolera, debido a que trae consigo algunos impactos ambientales 
negativos, los cuales  es importante minimizar o eliminar en su totalidad. 
Uno de los impactos generados es la contaminación de los ripios que  se 
generan a partir de la exploración y explotación de los pozos petroleros a 
lo largo del país, debido a que contaminan el suelo, su tratamiento resulta 
complicado y costoso. 
Existen microorganismos capaces de degradar hidrocarburos, como las 
bacterias que degradan dichos hidrocarburos disminuyendo 
considerablemente su concentración. 
En la presente investigación se identifica y evalúa a las bacterias 
presentes en   los ripios de perforación en base aceite que se encuentran 
almacenados en las inmediaciones de la planta de la empresa Hazwat 















I. PRESENTACIÓN DEL PROBLEMA 
 
 
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Según el Ministerio del Ambiente (MAE), desde 1967, fecha en la cual se 
descubrieron los primeros pozos petroleros en la Amazonía hasta el 2009, 
se registraron 794 derrames de crudo y agua de formación en las 
provincias de Orellana y Sucumbíos. Aún no hay cifras actualizadas de 
los derrames registrados entre el 2010 y el 2014. Pero en ese último 
período se han dado dos incidentes relevantes. Sin embargo, no todos los 
lodos aceitosos son causados por fallas o atentados en la infraestructura 
petrolera, también son resultado de la actividad de la broca durante la 
perforación en busca de yacimientos petroleros, la cual genera un lodo de 
perforación en base a aceite acompañado de la litología propia del sector 
y del hidrocarburo que se extrae hasta la superficie. 
Este lodo es una emulsión que contiene menos del 5% en agua y 
contiene mezclas de álcalis, ácidos orgánicos, agentes estabilizantes, 
asfaltos oxidados y diesel de alto punto de llama o aceites minerales no 
tóxicos. Los contaminantes como la sal o la anhidrita no pueden afectarlos 
y tiene gran aplicación en profundidad y altas temperaturas. 
Según estudios realizados en las inmediaciones de los campamentos de 
Texaco muestran que los lodos de perforación en base a aceite pueden 
estar presentes en el medio después de 180 días de la descarga, con un 
grado de biodescomposición de menos del 5%, estos lodos inhiben el 
crecimiento y desarrollo reproductivo de algunas especies acuáticas, 
reduce el establecimiento de ciertas comunidades biológicas cuyos 
hábitos son alterados. Se observaron cambios en las respuestas 




la sensibilidad de algunos crustáceos marinos (como camarones y 
langostas) en la zona costera, especialmente en las fases tempranas del 
desarrollo embrionario. Se ha observado,  además cambios en la taza de 
establecimiento de larvas de plancton de invertebrados bentónicos en el 
substrato sólido. Los lodos de perforación generan condiciones 
anaeróbicas en el fondo de los sedimentos, lo que altera la 
composición de las comunidades microbianas (Acción ecológica, 2013). 
Entre los impactos ambientales de las piscinas con ripios de perforación 
se consideran los siguientes: debido a las lluvias, la lixiviación de los 
ripios de perforación, ocasionarían un impacto negativo porque estos 
pueden filtrase en el suelo alterando sus características, además la 
cantidad de polvo que se genera, principalmente en tiempos de verano,  
donde hay resequedad en los ripios, incrementan el levantamiento de 
polvo, ocasionando alteración en la calidad del aire. Cuando existen 
cercanías a ríos, estanques, acuíferos u otras fuentes naturales de agua  
se pueden ver afectadas directamente por las actividades realizadas, 
debido a la infiltración de productos químicos  cambian sus condiciones 
normales. 
Según la guía de manejo ambiental para proyectos de perforación de 
pozos petroleros y gas, los ripios deben ser dispuestos o tratados. La 
opción recomendada en la industria petrolera es sacar los ripios del lugar 
de generación  para un lugar de tratamiento. (Veracierta L. , 2006) 
En el caso específico de la Petrolera Ameriven S.A., que tiene un Centro 
de Tratamiento y Recuperación para sus desechos utiliza la técnica 
conocida como Landspreading, misma que se realiza en las celdas de 
tratamiento de ripios; de forma general consiste en el esparcimiento e 
incorporación del lodo en base agua en la capa arable. El esparcimiento 
se realiza mediante un sistema aspersor y luego se le da un tratamiento 
igual al Landfarming. Mediante la aplicación de esta técnica es decir, el 
reuso de ripios de perforación tratados minimizó el impacto ambiental 
sobre el recurso suelo, debido a que se evitó la extracción de suelo 




técnicas se aprovecha la degradación microbiana que  constituye el 
principal proceso de descontaminación natural. Este proceso se puede 
acelerar y/o mejorar mediante la aplicación de tecnologías de 
biorremediación (Veracierta L. , 2006) . 
Los suelos y ripios contaminados contienen gran cantidad de 
microorganismos que pueden incluir un número de bacterias y hongos 
capaces de utilizar hidrocarburos, que representan un uno por ciento (1%) 
de la población total. Los suelos contaminados con hidrocarburos 
contienen más microorganismos que los suelos no contaminados, pero su 
diversidad microbiana es más reducida (Vargas, 2010). 
Según Cortón y Viale (2006), la biorremediación se puede definir como la 
utilización de seres vivos para solucionar un problema ambiental, tales 
como suelo o agua subterránea contaminados o como la respuesta 
biológica al abuso ambiental. 
Investigaciones como la Evaluación de un sistema de  bioestimulación 
que permita el manejo y  uso de ripios de perforación en base agua de  
pozos petrolero (Espinosa, 2009), arrojó como resultado que los procesos 
de bioestimulación permite trabajar con organismos naturales del medio, 
sin el riesgo de causar desequilibrios ecológicos, por la introducción de 
organismos extraños y que  la identificación bacteriana es importante por 
el rol que cumplen los microorganismos dentro de la remediación 
ambiental, ya que en los aislamientos iníciales se encontró gran 
diversidad de colonias bacterianas. 
Otra investigación Aislamiento de bacterias potencialmente degradadoras  
de petróleo en hábitats de ecosistemas costeros en la  bahía de 
cartagena, Colombia (Echeverri, 2010), que tuvo como resultado  la 
identificación de 12 colonias seleccionadas en agar  mineralizado con 
crudo de petróleo al 1%, de las cuales se  escogieron nueve colonias para 
su caracterización bioquímica. Los resultados de esta caracterización, 
permitieron demostrar la presencia de pseudomona  aeruginosa en las 




En el  estudio recuperación biológica de suelos contaminados con ripios 
de perforación  base aceite (Araujo, 2011), se aislaron  20 cepas 
bacterianas; durante la segunda etapa su crecimiento osciló entre 
0,01x106 y 490x106 UFC/ml y el porcentaje de remoción de hidrocarburos 
totales varió entre 15 y 90 %. Cinco cepas  mostraron los mayores 
porcentajes de remoción del gasoil presente, 90; 63; 56; 49 y 45% 
respectivamente y fueron escogidas para constituir el cultivo mixto a 
emplearse en el estudio de tratabilidad. La remoción de los hidrocarburos 
totales varió entre el 30 y el 95 % en el estudio. 
HAZWAT empresa  dedicada a brindar servicios confiables y de alta 
calidad en  transporte, recolección, almacenamiento, tratamiento y 
disposición final residuos especiales entregados conforme a 
requerimientos de normas nacionales e internacionales y cumpliendo con 
disposiciones legales y reglamentarias vigentes, quienes actualmente 
tienen un acumulado de ripios de perforación en base aceite, mismos que 
han sido mezclados con materia orgánica con el fin de incrementar su 
población bacteriana y disminuir la concentración de hidrocarburo, sin 
embargo al no aplicar ninguna técnica de remediación específica los 
resultados de los análisis muestran que la concentración de 
Hidrocarburos Totales de Petróleo (TPH) es de 232.940, valor que 
continua muy por encima de la norma, misma que establece para uso en 
agricultura un máximo de 2.000 TPH y para usos industrial 4.000 TPH, 
por lo tanto no es posible darle una disposición final por la cantidad de 
contaminante que posee y es indispensable aplicar un procedimiento 
adecuado según las condiciones presentes en la empresa, razón por la 
cual la investigación “Identificación de bacterias biorremediadoras 
presentes en ripios de perforación horizontal en base aceite y evaluación 
de su eficiencia degradativa de hidrocarburos ex-situ” buscará disminuir 





1.2. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA 
 
¿Cuál bacteria identificada en los ripios de perforación base aceite de la 





Al menos una cepa bacteriana de las identificadas, logrará reducir los 
niveles de TPH de los ripios de perforación base aceite de la empresa 




1.4.1. Objetivo general 
 
Identificar una cepa bacteriana de mayor eficiencia de degradación de 
hidrocarburos entre las existentes en las piscinas de ripios de la empresa 
HAZWAT, mediante el trabajo microbiológico ambiental, en la disminución 
de residuo peligroso de petróleo. 
 
1.4.2. Objetivos específicos 
 
 Recopilar información referente a bacterias biorremediadoras 
ambientales y ripios de perforación horizontal en base aceite; 
 Aislar las bacterias degradadoras de hidrocarburo encontradas en 
ripios de perforación en base aceite en función de su metabolismo 
(bioquímica). 
 Determinar las cepas bacterianas de mayor eficiencia degradativa 
para su evaluación comparativa de remoción de TPH en las camas 
de ripios de prueba durante un periodo de 4 meses; alcanzando al 




 Proponer los resultados encontrados como alternativa de 
tratamiento biorremediador,  acompañado de un análisis 





El presente trabajo constituye un aporte científico para investigadores, 
estudiantes y/o profesores interesados en la biorremediación de ripios 
contaminados con hidrocarburos en base aceite. Además, analiza las 
posibles cepas presentes en los ripios que pueden biodegradar 
hidrocarburos, proveyendo de más información en el campo del 
biotratamiento de ripios. 
En la industria petrolera se generan gran cantidad de ripios contaminados 
que no suelen ser tratados adecuadamente, y las técnicas que se utilizan 
generalmente son costosas y no son ambientalmente amigables. Así 
como también no se han realizado estudios que evalúen la capacidad 
degradativa de las cepas bacterianas propias de los ripios. 
La importancia de la presente investigación radica en determinar la 
bacteria con mayor eficiencia degradativa de las identificadas en las 
piscinas de biodegradación en la empresa HAZWAT, debido a que la 
técnica actualmente aplicada es muy lenta y no disminuye 
considerablemente los hidrocarburos presentes. 
Por lo tanto es determinante que se desarrollen nuevos procedimientos o 
se reafirmen las alternativas existentes para resolver el problema de los 
ripios como desecho peligroso, donde su aplicabilidad a más de ser 
eficiente tenga un costo accesible, consecuentemente a pesar de que 
existen varias opciones tecnológicas de tratamiento y disposición final 
como: la incineración, la estabilización / solidificación y la inyección 
subterránea; la caracterización microbiológica  para la identificación de 




contaminados es una alternativa coherente acorde a la realidad 
identificada en la empresa HAZWAT CIA LTDA. 
Finalmente, la investigación contribuirá con información útil para la toma 
de decisiones para el cambio del proceso que actualmente se sigue la 
empresa HAZWAT y para la realización de investigaciones con fines 
similares. 
1.6. MARCO LEGAL 
 
Se ha realizado una recopilación de los diferentes instrumentos legales 
existentes en el Ecuador, indicando el orden de prioridad relacionados a 
la protección del medio ambiente y salud, de modo general, así como, 
reglamentación específica para el manejo  los residuos peligrosos de la 
industria petrolera: 
1.6.1. Constitución de la República del Ecuador.  
Publicada el 20 de Octubre del 2008 en el Registro Oficial Nº 449 
por Decreto Legislativo S/N. 
Art. 14.- Se reconoce el derecho de la población a vivir en un ambiente 
sano y ecológicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el 
buen vivir, sumak kawsay. Se declara de interés público la preservación 
del ambiente, la conservación de los ecosistemas, la biodiversidad y la 
integridad del patrimonio genético del país, la prevención del daño 
ambiental y la recuperación de los espacios naturales degradados. 
Art. 15.- El Estado promoverá, en el sector público y privado, el uso de 
tecnologías ambientalmente limpias y de energías alternativas no 
contaminantes y de bajo impacto. La soberanía energética no se 
alcanzará en detrimento de la soberanía alimentaria, ni afectará el 
derecho al agua. Se prohíbe el desarrollo, producción, tenencia, 
comercialización, importación, transporte, almacenamiento y uso de 
armas químicas, biológicas y nucleares, de contaminantes orgánicos 
persistentes altamente tóxicos, agroquímicos internacionalmente 




y organismos genéticamente modificados perjudiciales para la salud 
humana o que atenten contra la soberanía alimentaria o los ecosistemas, 
así como la introducción de residuos nucleares y desechos tóxicos al 
territorio nacional. 
Art. 395.- La Constitución reconoce los siguientes principios ambientales: 
1. El Estado garantizará un modelo sustentable de desarrollo, 
ambientalmente equilibrado y respetuoso de la diversidad cultural, que 
conserve la biodiversidad y la capacidad de regeneración natural de los 
ecosistemas, y asegure la satisfacción de las necesidades de las 
generaciones presentes y futuras.  
2. Las políticas de gestión ambiental se aplicarán de manera transversal y 
serán de obligatorio cumplimiento por parte del Estado en todos sus 
niveles y por todas las personas naturales o jurídicas en el territorio 
nacional.  
3. El Estado garantizará la participación activa y permanente de las 
personas, comunidades, pueblos y nacionalidades afectadas, en la 
planificación, ejecución y control de toda actividad que genere impactos 
ambientales.  
4. En caso de duda sobre el alcance de las disposiciones legales en 
materia ambiental, éstas se aplicarán en el sentido más favorable a la 
protección de la naturaleza. 
Art. 396.- El Estado adoptará las políticas y medidas oportunas que eviten 
los impactos ambientales negativos, cuando exista certidumbre de daño. 
En caso de duda sobre el impacto ambiental de alguna acción u omisión, 
aunque no exista evidencia científica del daño, el Estado adoptará 
medidas protectoras eficaces y oportunas. La responsabilidad por daños 
ambientales es objetiva. Todo daño al ambiente, además de las 
sanciones correspondientes, implicará también la obligación de restaurar 
integralmente los ecosistemas e indemnizar a las personas y 
comunidades afectadas. Cada uno de los actores de los procesos de 




asumirá la responsabilidad directa de prevenir cualquier impacto 
ambiental, de mitigar y reparar los daños que ha causado, y de mantener 
un sistema de control ambiental permanente. Las acciones legales para 
perseguir y sancionar por daños ambientales serán imprescriptibles. 
Art. 413.- El Estado promoverá la eficiencia energética, el desarrollo y uso 
de prácticas y tecnologías ambientalmente limpias y sanas, así como de 
energías renovables, diversificadas, de bajo impacto y que no pongan en 
riesgo la soberanía alimentaria, el equilibrio ecológico de los ecosistemas 
ni el derecho al agua. 
1.6.2. Políticas básicas ambientales del ecuador.  
Según el Plan Estratégico del Ministerio 2010-2014 las políticas 
ambientales en el Ecuador son: 
 
 Articular el acuerdo nacional para la sustentabilidad económica y 
ambiental. 
 Usar eficientemente los recursos estratégicos para el desarrollo 
sustentable: agua, aire, suelo y biodiversidad. 
 Gestionar la adaptación al cambio climático para disminuir la 
vulnerabilidad social, económica y ambiental. 
 Prevenir y controlar la contaminación ambiental para mejorar la 
calidad de vida. 
 Insertar la dimensión social en la temática ambiental para asegurar 
la participación ciudadana. 
 Fortalecer la institucionalidad para asegurar la gestión ambiental.1 
 
1.6.3. Codificación de la Ley de Gestión Ambiental.  
Registro Oficial Suplemento N°. 418 del 10 de septiembre del 2004. 
 
Art. 3.- El proceso de Gestión Ambiental, se orientará según los principios  
universales  del  Desarrollo Sustentable, contenidos en la Declaración  de  
Río  de  Janeiro  de  1992,  sobre  Medio  Ambiente y Desarrollo. 
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Art.   4.-   Los   reglamentos,   instructivos,  regulaciones  y ordenanzas  
que,  dentro  del  ámbito  de  su competencia, expidan las instituciones  
del  Estado  en materia ambiental, deberán observar las siguientes  
etapas, según corresponda: desarrollo de estudios técnicos sectoriales,  
económicos,  de  relaciones  comunitarias,  de capacidad institucional y 
consultas a organismos competentes e información a los sectores 
ciudadanos. 
 
Art.  13.-  Los consejos provinciales y los municipios, dictarán políticas  
ambientales  seccionales  con  sujeción  a  la Constitución Política  de  la  
República  y  a  la  presente  Ley.  Respetarán  las regulaciones   
nacionales  sobre  el  Patrimonio  de  Áreas  Naturales Protegidas  para  
determinar  los  usos  del suelo y consultarán a los representantes   de   
los   pueblos   indígenas,   afroecuatorianos  y poblaciones  locales  para 
la delimitación, manejo y administración de áreas  de conservación y 
reserva ecológica. 
 
1.6.4. Texto unificado de legislación ambiental.  
Registro Oficial No. 2 suplemento publicado el 31 de Marzo del 
2003. 
 
Art. 30. El Estado Ecuatoriano declara como prioridad nacional la gestión 
integral de los residuos sólidos en el país, como una responsabilidad 
compartida por toda la sociedad, que contribuya al desarrollo sustentable 
a través de un conjunto de políticas intersectoriales nacionales que se 
determinan a continuación.  
Art. 31. AMBITO DE SALUD Y AMBIENTE.- Se establece como políticas 
de la gestión de residuos sólidos en el ámbito de salud y ambiente las 
siguientes: 
a. Prevención y minimización de los impactos de la gestión integral de 
residuos sólidos al ambiente y a la salud, con énfasis en la 





Art. 33. AMBITO ECONOMICO-FINANCIERO.- Se establece como 
políticas de la gestión de residuos sólidos en el ámbito económico- 
financiero las siguientes: 
a. Garantía de sustentabilidad económica de la prestación de los 
servicios, volviéndolos eficientes y promoviendo la inversión privada.  
b. Impulso a la creación de incentivos e instrumentos económico-
financieros para la gestión eficiente del sector.  
c. Desarrollo de una estructura tarifaria nacional justa y equitativa, que 
garantice la sostenibilidad del manejo de los residuos sólidos.  
d. Fomento al desarrollo del aprovechamiento y valorización de los 
residuos sólidos, considerándolos un bien económico. 
Art. 35. AMBITO TÉCNICO.- Se establece como políticas de la gestión de 
residuos sólidos en el ámbito técnico las siguientes: 
a. Garantía de la aplicación de los principios de minimización, reuso, 
clasificación, transformación y reciclaje de los residuos sólidos.  
b. Manejo integral de todas las clases de residuos sólidos en su ciclo de 
vida.  
c. Garantía de acceso a los servicios de aseo, a través del incremento de 
su cobertura y calidad.  
d. Fomento a la investigación y uso de tecnologías en el sector, que 
minimicen los impactos al ambiente y la salud, mediante el principio 
precautorio.  
Art. 36. AMBITO LEGAL.- Se establece como políticas de la gestión de 
residuos sólidos en el ámbito legal las siguientes: 
a. Garantía de la seguridad jurídica en la gestión integrada de los residuos 




b. Ordenamiento jurídico del sector mediante la codificación, 
racionalización y simplificación de los mecanismos de cumplimiento, 
control y sanción de la  normativa existente.  
c. Desarrollo y aplicación de mecanismos que permitan tomar acciones  
conjuntas de estímulo, control y sanción a los responsables de la gestión 
de los residuos sólidos.  
Art. 72. Muestreo.- En la toma de muestras se observarán además de las 
disposiciones establecidas en el plan de manejo ambiental del regulado 
(programa de monitoreo) las disposiciones sobre:  
a) Tipo y frecuencia de muestreo;  
b) Procedimientos o Métodos de muestreo;  
c) Tipos de envases y procedimientos de preservación para la muestra de 
acuerdo a los parámetros a analizar ex situ, que deberán hacerse en base 
a las normas técnicas ecuatorianas o en su defecto a normas o 
estándares aceptados en el ámbito internacional, debiendo existir un 
protocolo de custodia de las muestras.  
ART. 73. CONTROL DE CALIDAD.- Los procedimientos de control de 
calidad analítica y métodos de análisis empleados en la caracterización 
de las emisiones, descargas y vertidos, control de los procesos de 
tratamiento, monitoreo y vigilancia de la calidad del recurso, serán los 
indicados en las respectivas normas técnicas ecuatorianas o en su 
defecto estándares aceptados en el ámbito internacional. Los análisis se 
realizarán en laboratorios acreditados. Las entidades de control utilizarán, 
de tenerlos, sus laboratorios. 
Art. 75. Responsabilidad del Monitoreo.- Las labores de monitoreo y 
control ambiental son obligaciones periódicas de los miembros del 
Sistema Nacional Descentralizado de Gestión Ambiental que deben estar 
incorporadas en el correspondiente plan de gestión, municipal, provincial 
o sectorial para la prevención y control de la contaminación ambiental y 




monitoreo en lo referente a calidad del recurso es deber fundamental de 
los miembros del Sistema Nacional Descentralizado de Gestión 
Ambiental, sin embargo cuando lo considere necesario ejecutarán 
mediciones de emisiones, descargas o vertidos de los regulados.  
En el caso de los regulados, la información derivada del monitoreo deberá 
ser remitida a la autoridad que le hubiere otorgado la autorización 
administrativa ambiental correspondiente.  
1.6.5. Reglamento Ambiental para Operaciones Hidrocarburíferas.  
Modificada el 29 de Septiembre del 2010. Registro Oficial 265 del 
13 de Febrero de 2001. Decreto Ejecutivo 1215. 
 
Art. 1.  Ámbito. El presente Reglamento Ambiental y sus Normas 
Técnicas Ambientales incorporadas se aplicará a todas las operaciones 
hidrocarburíferas y afines que se llevan a efecto en el país. 
El presente Reglamento tiene por objeto regular las actividades 
hidrocarburíferas de exploración, desarrollo y producción, 
almacenamiento, transporte, industrialización y comercialización de 
petróleo crudo, derivados del petróleo, gas natural y afines, susceptibles 
de producir impactos ambientales en el área de influencia directa, definida 
en cada caso por el Estudio Ambiental respectivo. 
Art. 12. Monitoreo ambiental interno.- Los sujetos de control deberán 
realizar el monitoreo ambiental interno de sus emisiones a la atmósfera, 
descargas líquidas y sólidas así como de la remediación de suelos y/o 
piscinas contaminados. 
Para tal efecto, deberán presentar a la Dirección Nacional de Protección 
Ambiental Hidrocarburífera la identificación de los puntos de monitoreo 
según los Formatos Nos. 1 y 2 del Anexo 4 de este Reglamento. 
 
Art. 18. Fondo de Rehabilitación Ambiental.- Los ingresos provenientes 
de la comercialización del crudo intemperizado, esto es los hidrocarburos 
sujetos a procesos de degradación natural  provenientes de piscinas, 
derrames y otros procesos de recuperación relacionados con actividades 




oleoducto principal,  constituirán el Fondo de Rehabilitación Ambiental 
que será distribuido según lo dispone el Acuerdo ministerial No. 081 
publicado en el Registro Oficial No. 199 del 21 de Noviembre de 1997, 
cuyo objeto será cubrir los costos de las actividades de remediación 
ambiental en el sector hidrocarburífero, los gastos de fiscalización, control 
y análisis físico-químicos de laboratorio, realizados u ordenados por parte 
de la Subsecretaría de Protección Ambiental, así como su fortalecimiento 
institucional. 
 
Art. 31. Manejo y tratamiento de desechos sólidos.- Las plataformas e 
instalaciones deben ser mantenidas libres de desechos sólidos. Ningún 
tipo de desechos, material de suelo o vegetal será depositado en cuerpos 
de agua o drenajes naturales. Las operadoras presentarán en el Plan de 
Manejo Ambiental el sistema de clasificación, tratamiento, reciclaje y/o 
reuso de los desechos sólidos así como las tecnologías para la 
disposición final, inclusive los acuerdos con municipios, empresas 
especializadas u otras operadoras de basureros o rellenos sanitarios, 
cuando fuera el caso: 
a) Desechos inorgánicos.- Los desechos no biodegradables Provenientes 
de la actividad, deberán ser clasificados y evacuados de las áreas de 
operaciones para su tratamiento, reciclaje y/o disposición, o enterrados en 
fosas debidamente impermeabilizadas, como se describe específicamente 
en el Plan de Manejo Ambiental; 
b) Desechos orgánicos.- Los desechos biodegradables serán procesados 
mediante tecnologías ambientalmente aceptadas de acuerdo con lo 
aprobado en el Plan de Manejo Ambiental respectivo; 
c) Rellenos sanitarios.- Los lixiviados provenientes de rellenos sanitarios 
deberán ser controlados a través de sistemas adecuados de canales que 
permitan su tratamiento previo a la descarga, para la cual cumplirán con 
los parámetros y límites establecidos en las Tablas No. 4 y 5 del Anexo 
No. 2 de este Reglamento; y, 
d) Incineración.- Para la incineración de desechos sólidos se presentarán 




Ambiental la lista y las características principales de los desechos, los 
métodos y características técnicas del incinerador y del proceso, así como 
el tratamiento y la disposición final de los residuos. 
Las emisiones atmosféricas de dicho proceso se deberán controlar y 
monitorear a fin de cumplir con los parámetros y valores máximos 
referenciales que constan en la Tabla No. 3 del Anexo 2 de este 
Reglamento. 
 
Art. 86. Parámetros.- Los sujetos de control y sus operadoras y afines en 
la ejecución de sus operaciones, para descargas líquidas, emisiones a la 
atmósfera y disposición de los desechos sólidos en el ambiente, 
cumplirán con los límites permisibles que de acuerdo a la legislación 
ambiental vigente, para el monitoreo ambiental interno y se reportarán a la 
Subsecretaría de Protección Ambiental conforme la periodicidad 
establecida en el artículo 12 de este Reglamento. 
 
En caso de exceder un límite permisible establecido en los anexos, se 
debe reportar inmediatamente a la Subsecretaría de Protección Ambiental 


















II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. UBICACIÓN DEL ÁREA DE IMPLANTACIÓN DEL  
PROYECTO 
 
La planta de la empresa Hazwat, que realizará el bio-tratamiento con 
bacterias y de donde se tomaron las muestras para  identificar y evaluar 
las cepas degradadoras se encuentra en el Km 7 y ½ de la vía Quito-
Cayambe, sector Otoncito a unos cuantos Km de la virgen de Otón, no 
existen casas ni empresas contiguas al proyecto, la vía de ingreso es de 
primer orden por la autopista E35 y se encuentra en el sector 
Las coordenadas UTM en WGS84 de  zona de implantación del proyecto 
son: 
Tabla 1. Coordenadas del proyecto 
X Y Altura (m.s.n.m) 
808101 9998879 2686 
808080 9998943 2670 
808013 9999007 2667 
807999 9999127 2644 
807881 9999129 2641 
807828 9998952 2658 
807870 9998795 2684 
807979 9998869 2692 
Fuente: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
 
La planta cuenta con 4 piscinas donde se almacenan los ripios 





Ilustración 1. Ubicación del proyecto 
 
 
Fuente: Google earth, trabajo en campo 2013 
 
Los ripios de perforación contaminados provienen de la industria 
petrolera, sin embargo se desconoce su procedencia exacta, debido a los 
acuerdos de confidencialidad con las empresas generadoras de estos 
residuos peligrosos. A estos ripios suelen agregarle vitaminas, urea y 
productos alimenticios varios, y realizan un volteo sin frecuencia alguna. 
Se evidenció que se generan grandes capas intermedias de hidrocarburo, 
los olores de la descomposición son fuertes y se proliferan en el sector 






2.2. RIPIOS DE PERFORACIÓN.  
 
Los cortes de perforación son las rocas molidas por la broca en el proceso 
de perforación de un pozo petrolero. Estos cortes se impregnan con 
aceite o lodos y se convierten en otro agente enormemente contaminante. 
Los lodos de perforación pueden ser en base a aceite o agua 
(OILWATCH, 2012). En la industria petrolera las propiedades de los lodos 
circulantes en el taladro juegan un papel importante en el éxito de un 
programa de perforación ya que los fluidos deben cumplir con las 
siguientes funciones: 
 Sacar los cortes o ripios de perforación fuera de la broca y llevarlos 
fuera del pozo 
 Control de la presiones de fondo 
 Llevar energía hidráulica a la broca y al motor de lodo 
 Estabilizar el taladro 
 Suspender ripios cuando la circulación se detiene 
 Maximizar la producción del pozo por medio de la minimización de 
daños en la formación. (Baroid Surface Solutions, 2013) 
  
Cuando estos lodos de perforación ingresan junto con la broca también se 
adhieren los trozos de roca y suelo que se van cortando en el proceso e 
hidrocarburos propios del yacimiento, por lo que salen a la superficie 
contaminados (Alfaro, 2009) 
La contaminación de lodos de perforación con los ripios de esta, es una 
consecuencia inevitable de una operación de perforación exitosa. Si los 
lodos no llevan consigo ripios a la superficie, significa que la taladro no 
está “perforando” o que pronto quedará atorado en el hoyo que está 
abriendo. (Baroid Surface Solutions, 2013) 
 
En la medida en que los ripios de perforación son llevados a superficie por 
la broca o dispersados por la interacción del fluido, estos quedan 
totalmente humedecidos por los lodos de perforación. Este fluido es difícil 




(ROC). Cierta cantidad de “fluido” usualmente se descarga de los 
separadores mecánicos con los ripios (Baroid Surface Solutions, 2013), 
es decir que  estos lodos contaminados se les separa de su fase líquida y 
sólida. La fase liquida que tiene hidrocarburos, agua y aceite es tratada y 
reutilizada en el proceso, por otra parte la mezcla de cortes de la 
perforación y las sustancias estabilizantes es a lo que se le conoce como 
ripios de perforación en base aceite, se convierten en un  desecho 
peligroso  que por lo general es confinado en la profundidad del 
yacimiento o en celdas construidas específicamente para evitar 
contaminación (Alfaro, 2009) 
 
2.2.1. Composición general 
 
La composición de los ripios de perforación depende directamente de los 
lodos utilizados en el proceso de perforación, están  conformados por una 
fase líquida  que puede ser  acuosa o aceitosa y también del material que 
se desprenda del yacimiento. 
Los lodos solubles en agua tienen como componente principal la barita y 
el carbonato de calcio, a los que se añade compuestos inorgánicos como 
la bentonita y otras arcillas que aumentan la viscosidad. Estos lodos 
incluyen varios metales pesados tóxicos, sales inorgánicas, detergentes, 
polímeros orgánicos, inhibidores de la corrosión y biocidas (OILWATCH, 
2012). 
Los lodos aceitosos tienen como componente principal diésel, petróleo o 
un aceite en un 80%, 18% de agua, 2% de emulsificantes, así como un 
agente supresor de hidratación y un polímero viscosificante (Universidad 
CEDIP, 2010). 
 
2.3. METODOLOGÍAS PARA EL TRATAMIENTO DE RIPIOS DE 





2.3.1. Tratamientos Físico – químicos 
 
Incineración de ripios de perforación. Según el Decreto Ejecutivo 1215 
Reglamento Ambiental de Actividades Hidrocarburíferas del Ecuador lo 
define como un “proceso controlado en cuanto a los factores de 
temperatura y oxigenación para quemar desechos sólidos y líquidos, 
considerado como un método de eliminación de residuos, transformando 
su fracción combustible en materias inertes y gases”.  
 
Como tecnología la incineración es una de las técnicas existentes para el 
tratamiento controlado de residuos, se fundamenta en la quema de 
materiales peligrosos como los ripios de perforación, a alta temperatura 
(superior a 900°C), mezclados con una cantidad adecuada de aire 
durante un tiempo predeterminado con el fin de destruir contaminante 
nocivos, obteniendo una conversión del residuos peligrosos inicial en un 
producto de menor volumen y peligrosidad. Se puede aplicar este 
tratamiento como solución final, posterior a que el residuo haya sido 
sometido a minimización (reducir, recuperar componentes valiosos). 
 
Los productos que resultan en mayor cantidad son CO2, H2O y cenizas, 
mientras que en menor cantidad son productos que contienen nitrógeno, 
azufre y halógenos.  
 
Se incineran una variedad de contaminantes tales como bifenilos 
policlorados, solventes y plaguicidas, sin embargo no destruye metales.  
En principio cualquier residuo peligroso puede ser tratado mediante la 
incineración; sin embargo por el costo del proceso el análisis del residuo 
debe  satisfacer los siguientes requisitos: 
 
 Compuestos inorgánicos < 15% 
 Agua < 65% 





El equipo en el cual se lleva a cabo el proceso de combustión se 
denomina planta de incineración. El funcionamiento de la planta inicia con 
la introducción de los desechos peligrosos a la cámara, estos se calientan 
y de a poco se transforman en gases; el gas pasa a través de una llama 
cuyo objetivo es alcanzar la temperatura  a la cual  se obtiene la 
descomposición del residuo en menor tamaño, esto se combinan con 
oxígeno para formar gases menos nocivos y vapor de agua (combustión).  
 
Posterior a ello, parte de los productos gaseosos obtenidos atraviesan un 
equipo de control de contaminación de aire con el fin de eliminar sea un 
metal, ácido y ceniza remanente cuya disposición final será en un 
vertedero autorizado. La otra parte de los productos gaseosos como el 
vapor de agua y el dióxido de carbón, se liberan al aire a través de una 
chimenea. (Alfaro, 2006) 
 
Entre las ventajas de incinceración se tiene la reducción en peso y 
volumen y/o destrucción del residuo. La incineración obtiene una 
reducción del 90% en  volumen y 70% de peso, la estabilización del 
residuo/ desinfección de residuo, la reducción de requerimientos para la 
disposición final de los residuos, ya que su estado inerte es mayor que el 
inicial y la valorización energética de los residuos, es decir recuperación 
de energía de los residuos (Instituto de Pesquisas Tecnológicas Brasil; 
Compromiso Empresarial para Reciclagem Brasil;, 2010) 
  
Las desventajas de la incineración son el encarecimiento para instalación 
y mantenimiento por temperaturas altas, además se requiere de 
combustible si el poder calorífico del residuo no es suficiente y un control 
de los gases resultantes de la incineración, para evitar contaminación en 
la atmósfera. Ciertos compuestos orgánicos halogenados, debido a su 
gran estabilidad, tienden a generar productos de combustión incompleta 





Confinamiento en Piscinas y Celdas. Es un proceso cuyo objetivo es 
reducir el volumen de residuos a manejar, mediante su entierro en celdas 
adecuadas; específicamente se aplicado para evacuar los desechos 
producidos en la perforación de pozos con lodos tipo base agua; en 
función de su aplicabilidad y el resultado de estudios anteriores, se obtuvo 
como evidencia que los resultados de muestreos y análisis de laboratorio 
cumplen con las normas establecidas de acuerdo al Decreto 1215 del 
Registro oficial no. 265 (Argote & Martínez, 2011).  
 
Para calcular la capacidad de la conformación de piscinas de 
confinamiento se utilizan programas especializados, mismos que están en 
función de la profundidad, diámetro de las secciones y tipo de perforación 
del pozo, sea esta direccional, horizontal o vertical. Los volúmenes 
aproximados determinados del  tamaño de las piscinas para pozos 
verticales es de 1,000 m3 y para pozos direccionales con ángulo menor a 
35° es de 1,800 m3 (Argote & Martínez, 2011). 
 
Se mezclan en la piscina impermeabilizada con geomembrana para 
obtener una mayor consistencia y facilitar el tapado de la misma un 
porcentaje de cortes con sólidos secos resultado del proceso de 
deshidratación, más los cortes de perforación de baja gravedad producto 
de la centrífuga y los cortes húmedos provenientes de las zarandas. 
Existe un puerto (canal) de comunicación entre las celdas y la piscina por 
donde fluyen lodos que generalmente son licuados (Argote & Martínez, 
2011).  
 
Se homogenizan los cortes de la piscina con silicatos o material secante, 
se lo deja decantar por un tiempo con el fin de obtener material separado 
por densidades y poder extraer el exceso de fluido existente; así el 
material pesado se ubica al fondo y en la superficie una especie de lodo 
licuado. El fluido o agua resultante es evacuada para su tratamiento físico 





Para el taponamiento de piscina se coloca la tierra que fue extraída 
durante la excavación y construcción de las mismas, removiendo siempre 
hasta lograr obtener el secado de los cortes y cumplir con los parámetros 
exigidos por el Reglamento Ambiental Vigente en el Registro Oficial N° 
265, se debe taponar manteniendo un nivel adecuado respecto a la 
plataforma; finalmente se aplana y compacta toda el área de trabajo, se 
establecen taludes y canales alrededor de la zona para evitar la 
acumulación de aguas lluvias (Argote & Martínez, 2011).  
 
2.3.2. Tratamientos químicos 
 
Solidificación/Estabilización. La técnica de estabilización/solidificación 
tiene como objetivo el reducir la movilidad de residuos tóxicos y peligrosos 
que tienen la probabilidad de ocasionar daño a la salud; mediante 
sustancias con agentes aglomerantes que permitan el encapsulamiento 
físico y químico dentro de una matriz solidificada (Aguirre Luzuriaga, 
2008). 
 
En aplicación a los ripios de perforación la Solidificación/Estabilización es 
una técnica que radica en mezclar los ripios en base agua o aceite con 
aditivos estabilizantes para formar una matriz sólida, en la cual quedan 
encerrados los elementos del ripio impidiendo la lixiviación de aceites y 
sales presentes, por medio de una reacción química irreversible generada 
por el reactivo de este proceso luego de mezclarlo con el desecho. La 
finalidad de este proceso es inmovilizar los contaminantes, ya sea por 
medio físico (encapsulamiento) o químico (alteración química de los 
contaminantes) (Veracierta, 2006).  
 
La técnica puede ser in situ o ex situ; está en función de las condiciones 
del suelo o lodo contaminado; ex situ el suelo o lodo contaminado debe 
ser removido, transportando  y depositado en grandes mezcladoras en la 




posteriormente el residuo tratado puede disponer en el mismo sitio o en 
un vertedero controlado; mientas que in situ las sustancias pueden 
mezclarse directamente en la tierra, se requiere el uso de grandes paletas 
rotatorias, y el suelo o lodo tratado es cubierto con tierra o con cemento 




La biorremediación es el proceso de limpieza de ambiente contaminado 
con productos químicos utilizando organismos vivos que degraden 
materiales peligrosos transformándolas en sustancias menos peligrosas. 
El aprovechamiento de los microorganismos es sólo un aspecto de la 
biorremediación, también se debe mejorar los mecanismos naturales y 
aumentar la velocidad del proceso de biodegradación (Thieman & 
Palladino, 2010). 
 
La biodegradación es la digestión, asimilación y metabolización de una 
sustancia orgánica, como el petróleo; por acción de organismos vivos 
como bacterias, hongos, protozoos y otros; es un proceso natural que 
impide la concentración de compuestos nocivos, la descomposición 
puede llevarse a cabo en presencia de oxigeno (aeróbica) o en su 
ausencia (anaeróbica) (Veracierta, 2006). 
 
La degradación primaria o aeróbica, tiene como resultado final agua y 
dióxido de carbono, pueden algunas sustancias degradarse en moléculas 
intermedias más pequeñas, siendo productos intermedios en el proceso o 
en ocasiones pueden ser más persistentes o más tóxicas que el 
contaminante original. La degradación secundaria es anaeróbica, un 
ejemplo es lo que ocurre con los recortes con petróleo, ya que estos en el 
agua tienden a establecerse en una pequeña área del lecho marino cerca 
del equipo de perforación. Esta alta concentración de material orgánico 




rápida actividad bacteriana consume el oxígeno disponible en un área 
(Veracierta, 2006).  
 
Maroto y Rogel (2000), señalan que las técnicas de biotratamiento o 
biorremediación consisten principalmente en el uso de los 
microorganismos naturales (levaduras, hongos o bacterias) existentes en 
el medio para descomponer o degradar sustancias peligrosas en 
sustancias de carácter menos tóxico o bien inocuas para el medio 
ambiente y la salud humana. 
 
La biodegradación desde el punto de vista químico permite a través de los 
microorganismos, la oxidación biológica de los contaminantes, 
principalmente de los hidrocarburos; transformándolos en sustancias 
sencillas que no causan ningún daño al medio ambiente (Espinosa, 2009). 
 
Landfarming o tratamiento de suelo. Es una técnica ex situ que se 
define como una práctica en la cual se esparce una porción de material 
contaminado sobre suelo sin contaminar donde el contaminante o 
desecho es tratado en los primeros 30 cm de suelo, ya que la micro flora 
natural del suelo (bacterias, hongos, protozoarios) crecen en el material 
usando el contaminante como fuente de alimento se encargará de 
descontaminar mediante estabilización o transformación en sustancias 
inocuas (Kudjo , 2003). 
 
El proceso de Landfarming es una tecnología de biorremedación de los 
suelos contaminados, lodos, o material con características de suelo 
mediante la cual los microorganismos generan materiales inocuos para el 
ambiente, o subproductos estabilizados que no representan peligro 
(Farache, 2004).  
 
La aplicación de esta técnica consiste en colocar una capa fina de suelo 
contaminado sobre suelo limpio dispuesto en una superficie 
impermeabilizada (geomembrana) ubicada de forma contigua la zona 




medio de aireación, adición de nutrientes o mejoramiento de la textura del 
suelo, así los contaminantes pueden ser degradados mediante procesos 
naturales. Adicionalmente para la recolección de lixiviados el proceso 
tiene un sistema de drenaje  (Espinosa, 2009). 
 
Ilustración 2. Diagrama de proceso esquemático de landfarming 
 
 
Fuente: Bioremediation of Contaminated Soil How Bioremediation it Works (Kudjo , 
2003)  
 
El proceso y aplicación de Landfarming se estimula, monitorea y controla 
a través de los siguientes parámetros: mezclado, sistema de recolección 
de lixiviados, cubierta impermeable de suelo, contenido de humedad, nivel 
de oxigenación, nutrientes, pH, capacidad de carga de aire en el suelo y 
temperatura (Cabello, 2012). 
2.4. MICROORGANISMOS EMPLEADOS EN REMEDIACIÓN 
 
2.4.1.  Biología de bacterias, cianobacterias, y hongos 
 
Las bacterias son organismos unicelulares que no están clasificados entre 
los animales ni entre las plantas, sino que pertenecen al Reino Mónera, 
es el reino más primitivo (Soria & Orosco, 2008).También se les define 
como seres vivos de organización muy simple que consisten en una sola 
célula del tipo procariota (Curtis & Barnes, 2004).  
 
Su tamaño varía desde menos de una micra hasta 10 micras de longitud, 
y de 0.2 a 1 micra de anchura. Según la forma, las bacterias se clasifican 






Ilustración 3. Apariencias físicas generales de las bacterias 
 
Fuente: Microbiología General (Schlegel, 1997)  
 
Los cocos son bacterias en forma de esferas que tienen un diámetro de 
0.5 a 1 um, a las que se encuentran en parejas se llaman Diplococos y a 
las que forman cadenas Estreptococos. 
 
Los bacilos son bacteria en forma de cilindros alargados, miden desde 0.5 
hasta 20 um de largo, los que crecen en cadena se llaman 
Estreptobacilos y parecen una  ristra de salchichas. 
 
Los espirilos son bacterias que tienen forma de espiral, varían desde unos 
pocos micrómetros hasta unos 500 micrometros, son células individuales 
(Alexander & Bahret, 1997). 
 
Se clasifican en dos reinos muy diferentes Archaebacteria o Procariota y 
Eubacteria o Eucariota.   
 
Dentro de las Archaebacteria se encuentran los organismos más 
primitivos y, se localizan en ambientes extremos como bacterias 
termófilas, halófitas y acidófilas, e incluso en pantanos y en plantas de 
tratamientos de aguas residuales. En general son anaerobias (Valdivia, 
Granillo, & Villareal, 2010) 
 
Las Eubacterias son las más comunes, y varían en sus hábitats y tipo de 
metabolismo. Se dividen en varios grupos; heterótrofas autótrofos 






En función de las fuentes de carbono que utilizan como alimento se 
pueden clasificar como autótrofos (CO2 atmosférico) y heterótrofos 
(carbono orgánico).  La movilidad de las bacterias generalmente tiene su 
origen en la rotación de flagelos (Orosco & Soria, 2008). 
 
Las bacterias se reproducen asexualmente por medio de un proceso 
conocido como fisión binaria. La fisión binaria consiste en que la bacteria 
copia su único cromosoma, las copias se adhieren a la membrana 
plasmática y a medida que la célula crece las dos copias del cromosoma 
se separan formándose dos células nuevas. Además de la fisión binaria, 
también se reproducen de forma sexual, proceso denominado 
conjugación, donde la bacteria transfiere todo o parte del cromosoma a 
otra estructura a través de puentes llamados pili que conectan a las dos 
células (Biggs, Kapicka, & Lundgren, 2000). 
 
 
Las cianobacterias también denominadas algas verde-azules o 
cianofíceas  son procariotas gram negativos fotosintéticamente activos;  
además poseen clorofila u otros pigmentos; pueden desarrollarse en 
hábitats extremos y fijar nitrógeno molecular (Schlegel, 1997). 
 
El movimiento de las cianobacterias es producido por deslizamiento sobre 
superficies sólidas; el movimiento es por rotación del tricoma a lo largo del 
eje longitudinal (Schlegel, 1997). 
 
En función de su morfología se clasifican en chroococcales (bacilos y 
cocos unicelulares), pleurocapsales (beocitos), filamentosas sin 
heterocistos, y filamentosas con heterocistos; los dos primeros grupos son 
unicelulares y los otros dos forman tricomas es decir cadenas de células 
(Schlegel, 1997). 
 
Las cianobacterias se han desarrollado y están presentes en lagos y otras 
aguas; por su capacidad de fijar nitrógeno pueden desarrollarse en 




tener alta tolerancia a hábitats ácidos y altas temperaturas (Schlegel, 
1997).   
 
 
Los hongos son organismos eucariotas, aeróbicos, heterótrofos, que 
poseen una pared celular, no son fotosintéticos  e incapaces de 
movilizarse y emplean materia orgánica como fuente de carbono y 
energía (Schlegel, 1997).  
 
Su cuerpo o talo está conformado por filamentos o hifas que se ramifican 
repetidamente y que se extienden por la superficie; estas pueden estar 
separadas en células por medio de paredes transversales (septos, 
hongos superiores) o carecen de paredes transversales (hongos 
inferiores) (Schlegel, 1997). 
 
Su reproducción puede ser asexual por medio de la formación de 
esporas, gemación o fragmentación; o sexual donde se desarrollan tres 
fases: inicialmente la plasmogamia en la cual se unen los protoplastos, 
obteniendo como resultado 2 núcleos, posterior a la formación de un 
cuerpo se fusionan los dos núcleos haploides esta fase se llama 
cariogamia y finalmente la meiosis donde se produce la reducción del 
número de cromosomas (Schlegel, 1997).  
 
Los hongos son menos números que las bacterias, ya que la velocidad de 
crecimiento es considerablemente baja; sin embargo tienen mayor 
tolerancia ambientes ácidos y tienen sensibilidad alta a los cambios de 
humedad  (Torres & Zuluaga, 2009). 
 
Los microorganismos detallados son hidrocarburoclásticos, es decir tienen 
capacidad de descomponer el petróleo, gracias a que este compuesto es 
su fuente de carbono; ya que los microorganismos generan ciertas 
substancias (carbohidratos, ácidos grasos enzimas y biosurfactantes) que 




obteniendo compuestos simples de carbono y oxígeno (Orosco & Soria, 
2008). 
 
2.4.2. Crecimiento Bacteriano 
 
Crecimiento en microbiología se refiere al aumento ordenado de todos los 
componentes químicos de un sistema biológico, es decir al aumento de 
número de células o masa molecular por unidad de tiempo de una 
población microbiana, y debido a que en la naturaleza toda célula tiene un 
periodo de vida finito, el crecimiento es un componente esencial de la 
función microbiana al mantener la vida de una especie (dos Santos, 
2007). 
 
Durante el crecimiento celular bacteriano mediante procesos bioquímicos 
del se generan no menos de 2000 reacciones de una gran variedad de 
tipos; entre ellas transformaciones de la energía; biosíntesis de pequeñas 
moléculas, las unidades básicas de las macromoléculas, así como los 
diversos cofactores y coenzimas necesarios para las reacciones 
enzimáticas. Sin embargo, las reacciones celulares sintéticas principales 
son reacciones de polimerización, es decir a partir de los monómeros se 
forman polímeros (macromoléculas) (dos Santos, 2007). 
 
Reproducción bacteriana.- Como ya se indicó anteriormente, las 
bacterias mayoritariamente se reproducen asexualmente por un 
mecanismo denominado fisión binaria, donde la célula crece, duplica su 
material genético y como resultado se originan dos células; cada célula 
repite el mismo proceso. En el caso de bacilos y espirilos la reproducción 
se genera en un solo plano, perpendicular al eje mayor de la célula; 
mientras que en los cocos es posible que se dé en uno o más planos 
(García, 2002). 
 
Velocidad de crecimiento.- es el número o cantidad de células 





La velocidad del crecimiento exponencial se expresa según la siguiente 
ecuación de Monod: 
       
  
Dónde: 
    Velocidad de crecimiento celular, g/dm
3s 
    Concentración de células, g/dm
3 
     Velocidad de crecimiento específica, s-1 
 
La velocidad de crecimiento celular específica se puede expresar como: 
      
  
     
     
Donde: 
      Velocidad de reacción de crecimiento específica máxima, s
-1 
        Constante de Monod, g/dm
3 
        Concentración del sustrato, g/dm
3  
 
        es pequeña para varias especies de bacterias por lo que la 
velocidad se reduce a: 
          
(Fogler, 2000) 
 
Ilustración 4. Velocidad de crecimiento celular y concentración para 
determinación de las constantes de crecimiento biológico de la ecuación de 
Monod 
 





Tiempo de generación o duplicación.- o denominado también tasa de 
crecimiento exponencial, define el tiempo en que la población microbiana 
se demora en duplicarse; los tiempos de generación están en función del 
tipo de microorganismo. Matemáticamente se expresa en función de la 





     
 
Donde: 
t   tiempo necesario para que una célula se divida 
n  número de generaciones 
 
El crecimiento de una población bacteriana sigue una cinética de primero 
orden, tomando solo en consideración su reproducción por fisión binaria, 
donde la división de una célula da originen a dos, estas dos células luego 
dan origen a cuatro y sucesivamente lo cual corresponde a un crecimiento 
en sucesión geométrica 20→ 21→ 22→ 23→ → → → 2n. Matemáticamente 
se expresa cada generación como potencia de 2, donde el exponente es 
el número de duplicaciones (generaciones) que se ha producido, como se 
expresa en la siguiente fórmula (Totora, Funke, & Case, 2007). 
 
0                    →  No 
1 generación  → 2No= No2
1 
2 generación  → 2No= No2
2 
3 generación  → 2No= No2
3 
4 generación  → 2No= No2
4 
5 generación  → 2No= No2
5 





No número de células en el momento actual 
n número de generaciones 





                 
  
          
     
 
  
          
     
 
                     
 
Entonces al reemplazar (2) en (1) se obtiene: 
  
 
               
  
(Fogler, 2000) 
                                                         
2.4.3. Curva de Crecimiento 
 
El crecimiento bacteriano respeta a leyes relativamente sencillas, 
mediante las cuales se puede detallar tres constantes de crecimiento: 
crecimiento total, tasa del crecimiento exponencial y crecimiento latente, 
mismas que corresponden a elementos fisiológicamente distintos del ciclo 
de crecimiento (McMeekin & Ross, 2002). 
 
La curva de crecimiento de un cultivo microbiano está dividida en cuatro 
periodos denominados: fase de latencia, fase exponencial, fase 





Ilustración 5. Fases de la curva de crecimiento bacteriano 
 
Fuente: Introducción a la Microbiología (Totora, Funke, & Case, 2007) 
 
 
La curva de crecimiento microbiano constituye la conducta general de la 
población microbiana y no la conducta individual de la célula (Montville & 
Matthews, 2005). 
 
Fase de latencia.- Según Buchanan y Solberg en 1972 la etapa de 
latencia es el tiempo requerido para que la densidad de población 
microbiana se duplique; para Pirt, 1975 el crecimiento latente es el 
intervalo entre la tasa del crecimiento específico que aumenta hasta al 
máximo valor propio del medio de cultivo.  Y Penfold en 1914 definió la 
fase de latencia del crecimiento microbiano como el período entre la 
inoculación del cultivo bacteriano y el tiempo del comienzo de su 
velocidad máxima de crecimiento (Robinson, Ocio, Kaloti, & Mackey, 
1998). 
 
Generalmente se lo mide como el punto de intersección en el esquema 
semilogarítmico, entre la pendiente de la fase exponencial de crecimiento 
y la línea horizontal trazada desde la concentración celular inicial 





Es decir, la fase de latencia es el tiempo de acoplamiento/adaptabilidad 
que las células experimentan en nuevas condiciones antes de iniciar su 
crecimiento, esto ocurre cuando son transferidas de un medio al otro  
induciendo o reprimiendo la síntesis y actividad de determinadas enzimas, 
iniciando la replicación de su material genético; el periodo puede ser 
breve o largo, depende de las condiciones de crecimiento (Montville T. J., 
2000). 
 
Los factores que afectan el tiempo de la fase de latencia son: la identidad 
y el fenotipo de la bacteria, el pH, la actividad de agua y la disponibilidad 
de nutrientes (Buchanan & Cygnarowicz, 1990); los cambios en el medio 
físico-químico, tales como la temperatura (Zwietering, de Wit, Cuppers, & 
Van´t Reit, 1994) y el tamaño del inóculo (Baranyi & Roberts, 1994; 
Besse, y otros, 2006).  
 
Fase exponencial.- La fase exponencial o también denominada 
logarítmica es el periodo durante el cual la división celular llega hasta el 
nivel máximo, incrementándose el número de células y masa de los 
microorganismos. Las bacterias o microorganismos se fraccionan y 
duplican por fisión binaria en intervalos regulares y a pesar que cada 
célula se divide en tiempos levemente diferentes la curva crece 
positivamente poco a poco (dos Santos, 2007). 
 
Es la fase logarítmica el tiempo en el que el alimento/sustrato es 
suficiente para que los microrganismo incrementen su número (Ramírez, 
Contreras, & Gómez, 2005); sin embargo su crecimiento exponencial es 
interrumpido tanto por la disminución de nutrientes como por desechos 
que la bacteria produce, mismas que al ser sustancias tóxicas influyen en 
el control de la población (Srivastava & Srivastava, 2003). 
 
La fase log está caracterizada por un tiempo de generación constante y 
mínimo, siendo éste un parámetro propio de cada especie bacteriana 





Se puede determinar el crecimiento microbiano mediante la medición de 
algunas magnitudes como el número de células, proteína y masa seca de 
la bacteria, mientras su tamaño celular y contenido de proteína aumente 
de forma constante durante la fase log. No obstante generalmente el 
ambiente del cultivo es variable, y las magnitudes consideradas para 
determinar el crecimiento bacteriano se modifican continuamente; por ello 
se considera al tiempo de generación como el parámetro eficiente que 
determina la tasa de crecimiento, porque es relativamente constante 
(Schlegel, 1997).  
 
Observando el incremento del número de células o la turbidez durante la 
fase exponencial se puede analizar la influencia de factores ambientales 
(ph, temperatura, aireación, etc) y capacidad de uso de sustratos 
(Schlegel, 1997). 
 
Gráficamente se observa entre el número de células (o cualquier otra 
propiedad medible de la población) vs el tiempo un  incremento aritmético, 
sin embargo para una evaluación conveniente los datos se convierte a 






Ilustración 6. Grafica de Fase logarítmica de Crecimiento Bacteriano 
 
 
Fuente: Introducción a la Microbiología (Totora, Funke, & Case, 2007) 
 
Fase estacionaria.- Cuando el crecimiento poblacional exponencial es 
igual a la tasa de muerte (no aumento neto de número de células) se 
denomina Fase Estacionaria (Ray, 2004); siendo esto el resultado de la 
disminución de nutrientes aprovechables (concentración del sustrato) o de 
la acumulación de sustancias tóxicas del metabolismo de las bacterias 
con lo que reduce de la velocidad del crecimiento (dos Santos, 2007). 
 
La transición entre la fase exponencial y la fase estacionaria  se da 
paulatinamente y ocasiona un crecimiento desequilibrado, donde las 
velocidades para sintetizar los mecanismos celulares son diferentes (dos 
Santos, 2007). 
 
Esta fase evidencia en los microorganismos la reestructuración de su 
metabolismo al almacenar nutrientes de reserva y osmoprotección con el 
aumento de la degradación de macromoléculas; su volumen celular y 




resistencia celular contra entornos/condiciones desfavorables como 
temperaturas elevadas y presión osmótica (Bautista de León, 2011). 
 
Fase de muerte.- El periodo final es la fase de muerte, la tasa de muerte 
es más alta que la tasa de división celular, sin embargo existen cepas que 
en función de la condición ambiental pueden permanecer vivas (Ray, 
2004). 
  
La fase de muerte también se representa con una función exponencial por 
medio de la disminución lineal del número de las células viables en 
función del tiempo (Madigan, Martinko, & Parker, 1999). 
 
2.4.4. Efecto de las condiciones ambientales y nutricionales 
sobre el crecimiento microbiano 
 
La composición química y el estado físico del ambiente en el cual se 
desarrollan los microorganismos influyen el crecimiento bacteriano, por lo 
tanto el control de los mismos permite vigilar su desarrollo, además de 
analizar su distribución ecológica (Prescott, Harley, & Klein, 1999). 
 
Existen varios factores que afectan el desarrollo de los microorganismos, 
las interacciones de estos factores tienen directa injerencia sobre sus 
sistemas alimentarios, ello puede derivar en el incremento del crecimiento 
bacteriano o en su inhibición  (Eifert, Gennings, Carter , Duncan, & 
Hackney, 1996). 
 
Entre los factores ambientales que influyen en el crecimiento bacteriano 
están; la temperatura, el pH, los solutos y la actividad de agua (aw), la 
concentración de oxígeno, la presión y la radiación (McMeekin, Olley, 
Ross, & Ratkowsky, 1993). 
                           
Temperatura.- Uno de los factores ambientales  determinantes para el 




relaciones biológicas están en función de este elemento (Montville & 
Matthews, 2005) y sus efectos se pueden observar en la fase de latencia, 
tasa de crecimiento y la concentración de microorganismos determinada 
(Jones, Murray, Johns, & McMullen, 2006). 
 
Si se eleva la temperatura, la velocidad de crecimiento también aumenta, 
debido a que la velocidad catalítica de las enzimas casi se duplica por 
cada 10 ºC de incremento  (Prescott, Harley, & Klein, 1999), mientras que 
la velocidad  se reduce a la mitad  si la temperatura baja 10°C (Montville & 
Matthews, 2005). No obstante, desde determinada temperatura su 
incremento reduce la velocidad de crecimiento, incluso llegando a ser 
mortal si es muy elevada como consecuencia esto produce la 
desnaturalización de enzimas y proteínas de los microorganismos  
(Prescott, Harley, & Klein, 1999). 
 
Existen tres temperaturas cardinales que obedecen a cada 
microorganismo; la temperatura mínima que genera un ambiente en el 
cual no existe crecimiento extendido; la temperatura óptima que permite 
un rápido crecimiento y la temperatura máxima que delimita el valor sobre 
el cual no se podría dar el crecimiento bacteriano; no son fijas y pueden 
variar levemente por diversos factores ambientales (Madigan, Martinko, & 
Parker, Brock Biology of Microorganisms, 1997). 
 
El comportamiento de la tasa de crecimiento por encima de la 
temperatura óptima da como resultado un rápido declive, mientras que 
por debajo de ésta su declive es gradual. En lo que se refiere a bajas 
temperaturas la fase estacionaria y exponencial de la curva del 
crecimiento bacteriano se prologan al igual que la biomasa final 
determinada  (Lengeler, Drews, & Schelegel, 1999). 
 
Basándose en la temperatura óptima de crecimiento, los microorganismos 






Ilustración 7. Clasificación de microorganismo en función de la 
temperatura óptima 
 
Fuente: Brock Biology of Microorganisms (Madigan, Martinko, & Parker, Brock Biology of 
Microorganisms, 1997) 
 
Psicrófilos crecen a bajas temperaturas a 0 ºC; siendo la temperatura 
óptima de crecimiento es de 15 ºC pero no crecen por encima de los 25 
ºC; los mesófilos son capaces de crecen a temperaturas ambientales 
normales, es decir entre 10 a 45°C; siendo su temperatura óptima 35°C y 
los termófilos sus temperaturas idóneas de crecimiento son relativamente 
altas, entre 45 a 70°C cuya temperatura óptima es 55°c (Ray, 2004). 
 
Los psicrotrofos y termoduricos son microorganismos que se desarrollan 
en medio de las temperaturas de los grupos mencionados; así los 
psicrotrofos pueden crecen en bajas y medias temperaturas, entre 0 a 5°C 
y 10 a 30°C respectivamente; mientras que los termoduricos son capaces 
de crecer en bajas temperaturas (o de refrigeración) o a su vez en altas 
temperaturas al igual que los termófilicos (Montville & Matthews, 2005). 
 
La influencia de la interacción de los factores ambientales evidenció que 
el pH influye determinantemente en el microorganismo, ya que la 
temperatura y actividad de agua tienen un efecto sinérgico junto al pH 





Actividad de agua (aw).- Actividad del agua se le considera a su fracción 
libre, misma que es aprovechado por los microorganismos gracias a su 
capacidad móvil y la facultad de influir en las reacciones físicas, químicas, 
enzimáticas y microbiológicas del alimento o sustrato (Fernández, 2000).  
 
Es importante identificar que la limitada disponibilidad de agua ocasiona 
una condición metabólica inerte, evitando su desarrollo (Fernández, 
2000).  
 
Se define también a la actividad del agua como la relación entre la presión 
de vapor de la solución (Psol) y la presión del agua pura (Pagua), es 
inversamente proporcional a la presión osmótica y puede ser determinada 
como el 1% de la humedad relativa de una solución (Prescott, Harley, & 
Klein, 1999). 
 
   
    
     
 
 
El desarrollo de los microorganismos será favorable al igual que el daño 
de su alimento mientras el valor de la aw sea más alto y cercano a 1.0. Por 
ello si el valor de la actividad del agua está entre 0,995 – 0,980 el 
crecimiento bacteriano en la mayoría de bacterias será rápido; 
generalmente los niveles usados en laboratorio varían entre 0,999 – 0,990 
(Prescott, Harley, & Klein, 1999). En general se determina que el límite 
inferior de aw para el crecimiento microbiano de bacterias es 0.90; para 
levaduras 0.87 y para hongos 0.80 (Martínez, Andrés, Chiralt, & Fito, 
1999); con el fin de limitar o ayudar su crecimiento, el conocer el valor 
mínimo de aw es importante (Fernández, 2000). Pero si esta condición 
varia manteniendo valores inferiores a los indicados, la velocidad de 
crecimiento y la población estacionaria decrecerá mientras que el periodo 
de latencia aumentará (ICMSF, 1983); para poder sobrevivir y crecer los 
microorganismos deberán conservar una concentración interna de solutos 




reproducen bajo éste parámetro se denominan osmotolerantes (Prescott, 
Harley, & Klein, 1999). 
 
Se conoce que las bacterias Gram negativas necesitan para su desarrollo 
mayores niveles de aw que las Gram positivas. 
 
pH (potencial hidrógeno).- Es el logaritmo negativo2 de la concentración 
de iones de hidrógeno expresada en moles, representa la actividad de 
estos iones de una solución determinando su acidez o alcalinidad 
(Madigan, Martinko, & Parker, 1997). 
 
Al igual que en la temperatura, cada especie de microorganismos tiene 
niveles de pH establecidos que favorecen a su adecuado crecimiento, con 
una condición óptima de pH que mejora su desarrollo (Prescott, Harley, & 
Klein, 1999). El pH afecta el funcionamiento de la actividad enzimática, es 
decir los procesos de nutrición, respiración y multiplicación (Fernández, 
2000). 
 
Los microorganismos tienen un límite de tolerancia, y a pesar de que el 
intervalo de pH en el cual se reproducen es amplio, sus variaciones  
ocasionan deterioro en los microorganismos modificando la membrana 
plasmática, inhabilitando el dinamismo de enzimas y proteínas 
transportadoras, y cambiando la ionización de las moléculas de nutrientes 
(Prescott, Harley, & Klein, 1999). La resistencia a ambientes ácidos es 
denominada adaptación ácida, es un fenómeno que aumenta la 
capacidad de los microorganismos a sobrevivir en condiciones 
estresantes posterior al contacto moderado de medios ácidos, se ha 
determinado que las células que se encuentran en la fase estacionaria 
tienen mayor adaptabilidad ácida que las que se desarrollan en la fase 
exponencial   (Tosun & Aktug-Gönül, 2005). 
 
                                                          
2 Representa el cambio de una unidad de pH, representa un cambio de 10 veces en la 





El intervalo común de pH en ambientes naturales va de 5 a 9 y el pH 
óptimo para la mayoría de microrganismos se encuentra en este rango. 
Como se indicó anteriormente los valores extremos de pH  (mayor a 10 ó 
menor a 3) inhiben el desarrollo de casi la colectividad de 
microorganismos, sin embargo, pocas especies  si se desarrollan en 
ambientes extremos según los valores detallados como se muestra en la 
siguiente tabla (Grant & Long, 1989): 
 
Tabla 2. Especies bacterianas en condiciones de pH 
Crecimiento en condiciones 
ácidas 
(pH<3) 




6-8 géneros de hongos incluyendo 
Saccharimyces, Cephalosporium, 
Cyanidium (alga rodifícea), 
Chlorella, Chlamydomonas, 
Euglena, (algas verdes) 
Algunos géneros de hongos 
incluyendo Aspergillus, Fusarium, 
Penicillium; diatomeas incluyendo 
Nitzschia 
Procariotas 
8-10 géneros de bacterias 
incluyendo Thiobacillus, 
Metallogenium, Sulfolobus, Bacillus, 
Sulfobacillus, Thermoplasma, 
Thiomicrospira, Leptospirillum 
Algas verde-azuladas incluyendo 
Anabaenopsis, Spirulina, 
Microcystis, Plectonema. 




Fuente: Microbiología Ambiental (Grant & Long, 1989) 
 
Se puede clasificar a los organismos en función del valor de pH en el cual 
se desarrollan; así aquellos que se reproducen en pH bajos se denominan 
acidófilos; mientras que los que se desarrollan en pH altos de 10 a 11 se 
conocen como alcalinófilos3 y neutrófilos aquellos que se desarrollan 
óptimamente entre un pH de 6-8 (Madigan, Martinko, & Parker, 1997). 
                                                          
3
  Los microorganismos crecen en hábitats de alta alcalinidad/basicidad como lagos y suelos con 




Ilustración 8. Márgenes de pH tolerados o preferenciales para hongos y 
bacterias 
 
Fuente: Microbiología General  (Schlegel, 1997) 
 
Los microorganismos para poder sobrevivir tienden adaptarse a cambios 
ambientales de pH; por ejemplo el sistema de transporte de sodio y 
potasio de las bacterias eventualmente modifican de forma leve los 
cambios de pH; pero si el ambiente se vuelve muy severo se activan otro 
tipo de mecanismos (Prescott, Harley, & Klein, 1999). 
 
Así, uno de los mecanismos que protegen a las células del estrés que les 
generan los  ambientes ácidos es el sistema homeostático inducible de 
pH o también denominado Sistema ATR (Respuesta ácido tolerante) que 
causa un cambio genético contra el estrés ambiental gracias a la síntesis 
proteica (Tosun & Aktug-Gönül, 2005).  
 
Otro mecanismo de regulación del pH es la síntesis de proteínas de 
“Shock” ácido que se activa cuando en el ambiente tiene un pH de 3 a 5, 
generando proteínas reguladoras distintas a las generadas como 
respuesta a la tolerancia de ácido (Carrillo, 2003). 
 
Concentración de oxígeno.- En función de la presencia o ausencia de 
este parámetro se desarrollarán cierto tipo de microorganismos; es decir 
si son aeróbicos requerirán oxígeno para su crecimiento,  mientras que si 
son anaeróbicos crecen en ausencia de él.  
 
Estos últimos se dividen en anaerobios facultativos pueden crecer sin 




aerotolerantes, crecen con o sin oxígeno; anaerobios estrictos u 
obligados, no crecen en oxígeno; y microaerófilos,  que se desarrollan 
cuando tienen presencia de oxígeno en intervalos del 2 al 10 %,  superior 
a ello como el oxígeno atmosférico ocasionan su deterioro (Madigan, 
Martinko, & Parker, 1999). 
 
Presión.- Los microorganismos se desarrollan de forma normal a 1 
atmósfera en la tierra o en la superficie de las aguas; esta condición 
cambia en las profundidades marinas  (1000 m o más) ya que la presión 
hidrostática alcanza 600 a 1100 atm y temperaturas de 2 a 3 ºC de igual 
forma a estos niveles extremos las bacterias sobreviven  y desarrollan. En 
función de la tolerancia  la presión se pueden dividir en barotolerantes las 
cuales no soportan un aumento de la presión y las barofílicas que 
mientras más aumenta la presión su crecimiento es más rápidos 
(Prescott, Harley, & Klein, 1999). 
 
Radiación.- La radiación electromagnética al ser un factor ambiental 
constante tiende a influir del desarrollo microbiano; la que causa más 
daño es la radiación ionizante que gracias a su longitud de onda muy 
corta  y alta energía ocasiona que los átomos se ionicen. La exposición 
baja de radiación ionizante causa mutación y la alta exposición la muerte. 
Sin embargo, algunas bacterias y endosporas bacterianas pueden 
sobrevivir a dosis elevadas de radiación ionizante pero ocasionando su 
deterioro por la disminución a la resistencia de agentes selectivos 
(Prescott y col., 1999).  
 
2.4.5. Bacterias biodegradadoras de hidrocarburos 
 
Bacillus licheniformis.- Los microorganismos del género bacillus son 
bacilos de gran tamaño (4-10 μm), grampositivos, aerobios estrictos o 
anaerobios facultativos encapsulados. Una característica importante es 
que forman esporas extraordinariamente resistentes a condiciones 
desfavorables. Las especies del género Bacillus se clasifican en los 




licheniformis), B. brevis y B. anthracis(Organización Panamericana de la 
Salud, 2010). 
 
Bacillus licheniformis  es una bacteria  gram positiva, móvil, formadora de 
esporas, puede ser aislado de casi todas partes debido a sus endosporas 
altamente resistentes que se difunden con el polvo. Estas esporas son 
bastante tolerantes al  calor, el frío, la radiación y otros factores de estrés 
ambientales. Bajo buenas condiciones, las esporas germinan y producir 
células vegetativas.  Es una bacteria saprofita que está muy extendida en 
la naturaleza y cree que contribuyen sustancialmente al ciclo de nutrientes 
debido a la diversidad de las enzimas producidas por los miembros de la 
especie. Se ha utilizado en la industria de fermentación para la producción 
de proteasas , amilasas , antibióticos y productos químicos de 
especialidad para más de una década sin informes conocidos de efectos 
adversos para la salud humana o el medio ambiente (Enviromental 
Protection Agency, 2012). 
 
Ilustración 9. Bacillus licheniformis 
             
                              Esporas                           Crecimiento en agar sangre 
 
Fuente: (Faculty of Health and Mecial Sciences, 2011) 
 
El uso de bacillus lincheniformis es en la industria de los detergentes, en 
alimentación, en el procesado de pieles o en la industria farmacéutica, 
además esta bacteria es utilizada en el producto BIOIL-FC, junto con 
otros aditivos suele tener un porcentaje de remoción de los hidrocarburos 
entre un 70 y un 90% a los 28 días de empleados, este producto ha sido  






Pseudomona aeruginosa.- Pertenece a la familia Pseudomonadaceae, 
es un bacilo gramnegativo aerobio con un flagelo polar. Cuando se cultiva 
en medios adecuados produce piocianina, un pigmento azulado no 
fluorescente. Muchas cepas producen también el pigmento verde 
fluorescente pioverdina. pseudomonas aeruginosa, al igual que otras 
pseudomonas fluorescentes, produce catalasa y oxidasa, así como y 
puede utilizar citrato como única fuente de carbono (Organización 
Panamericana de la Salud, 2010). 
 
Ilustración 10. Pseudomona aeruginosa 
              
            Crecimiento en agar sangre               Bacilos gram negativos 
 
Fuente: (Faculty of Health and Mecial Sciences, 2011) 
 
 
Bacilos gram negativos 
 
Fuente: Cevallos, D. Niño, H; 2013 
 
El género pseudomona es bien conocido por su capacidad para degradar 







2.5. TÉCNICAS DE LABORATORIO MICROBIOLÓGICO 
 
Las técnicas en el laboratorio permiten que el trabajo en este sea 
práctico y que el lenguaje de los investigadores sea el mismo cuando se 
refieran a una técnica o procedimiento en el laboratorio. Existen técnicas 
específicamente usadas en el laboratorio de microbiología que serán 
especificadas a continuación: 
 
2.5.1. Manipulación de microorganismos 
 
La  manipulación correcta de los microorganismos debe mantener 
asepsia durante todo su proceso para no contaminar el ambiente con 
microorganismos de otros lugares o que están recientemente estudiados. 
 
Según Brown (2010) la técnica de asepsia es totalmente obligatoria en la 
identificación y manipulación de las bacterias para ello se debe trabajar de 
la siguiente manera: 
 
Trabajar en áreas  desinfectadas.- Lo primero que se debe hacer 
desinfectar el área de trabajo para matar cualquier microorganismo que 
pueda estar presente. 
Esterilización de asas.- Las asas deben ser esterilizadas dentro  la zona 
roja de la  llama de un mechero bunsen o lámpara de alcohol, está técnica 
incinerará a todos los microorganismos que puedan estar presentes en 
las asas. 
Flameado de tubos e inoculación.- La tapa de los tubos de ensayo debe 
ser retirada y flameado e inmediatamente se inserta un tapón de gasa 
esterilizado dentro del tubo. En este tubo esterilizado se inserta el asa con 
el inóculo, luego la boca del tubo debe ser nuevamente flameada y el tubo 
debe ser tapado nuevamente, todo esto junto a la llama de lámpara de 




Flameado final.- Luego de que la inoculación es completada el asa debe 
ser nuevamente flameada como en un inicio, destruyendo cualquier 
microrganismo que esté en el material. 
Inoculación en cajas Petri.- En primer lugar se deben de esterilizar las 
cajas con alcohol y colocarlas sobre la llama del mechero de bunsen o 
lámpara de alcohol, junto a la llama colocar el agar en las cajas, realizar 
un flameo rápido sobre el líquido, taparlo y eliminar, de ser necesario, 
cualquier condensación en la tapa con la misma llama, finalmente inocular 
con el asa esterilizada, tapar la caja petri y finalmente flamear 
nuevamente el asa. 
Desinfección final del área de trabajo.- Cuando el trabajo haya 
concluido se debe usar un desinfectante en el área de trabajo, lavar con 
agua y jabón los materiales; en caso de eliminar desechos biopeligrosos 
activos primero se deben esterilizar las cajas Petri y botar el agar en 
bolsas de color rojo, para su futuro tratamiento. 
 
2.5.2. Cultivo bacteriano 
 
El Manual Práctico de Microbiología (Gamazo, López, & Díaz , 
2005) describe que un cultivo bacteriano es un conjunto de nutrientes 
permiten el crecimiento de los microorganismos entre los principales 
constituyentes se tienen: 
Caldo minimal. Contiene la cantidad necesaria de nutrientes de carbono 
y sales para que los microorganismos se reproduzcan y su estado es 
líquido, se suele usar alguna azúcar como dextrosa, glucosa o lactosa y 
todo tipo de sales. 
Agar. Es un gel que sirve como medio de cultivo y por lo general está 
compuesto de un polisacárido al que le acompañan algunas impurezas 




Extractos. Se utilizan ciertos órganos o tejidos animales o vegetales 
concentrados y deshidratados. 
Peptonas. Son mezclas de compuestos nitrogenados y sales minerales 
que se obtienen por digestión enzimática o química de proteínas animales 
o vegetales. 
Fluidos corporales. Se utiliza la sangre, suero o plasma sanguíneo. 
 
2.5.3. Tipos de medios de cultivo 
 
Medios generales. Permiten el crecimiento de una gran variedad de 
microorganismos 
Medios de enriquecimiento. Favorecen el crecimiento de determinado 
tipo de microorganismo. 
Medios selectivos. Permiten el crecimiento de un tipo microbiano 
determinado, inhibiendo el crecimiento de los demás (Gamazo, López, & 
Díaz , 2005). 
 
2.5.4. Cultivo de bacterias 
 
Se debe desinfectar la superficie del mesón de trabajo con un 
desinfectante como alcohol o sablón, se deben usar toallas desechables 
para limpiar la superficie, luego se deben esterilizar las cajas Petri que 
van a ser utilizadas, rehidratar el medio de cultivo, homogenizar y colocar 
el agar en las cajas petri, dejar enfriar a temperatura ambiente, siempre 
junto al mechero para eliminar bacterias propias del aire, para la siembra 
de las bacterias se pueden seguir la siguiente técnica: 
Agotamiento por estrías. Se debe tomar el asa de siembra y flamearlo 
hasta que alcance un color rojo incandescente, dejar enfriar al ambiente, 




sacará el inóculo, destapar con el dedo meñique, tomar el inoculo, 
destapar la caja Petri y extender el contenido de la asa formando estrías 
muy juntas cubriendo la primera mitad de la placa, con la precaución de 
no dañar el agar. Repetir la misma operación pero rozando la segunda 
parte de estrías más separadas, sin tocar ninguna de las anteriores. Al 
finalizar  tapar la caja y colocarla boca abajo, para evitar que el agua de 
condensación dañe el cultivo. Flamear nuevamente el asa de siembra y 
ubicarla en su lugar. En caso de cultivo líquido se debe, flamear 
constantemente la boca del tubo de ensayo y taponar con gasa y algodón 
(Gamazo et al., 2005).  
Las principales formas de estriado se pueden observar en la siguiente 
figura: 
Ilustración 11. Formas de agotamiento por estrías 
 
 
Fuente: Microbiological Aplications (Brown A. , 2010) 
 
2.5.5. Identificación de bacterias 
 
Según Cercenado y Cantón (2010) los métodos convencionales o 
fenotípicos tienen  bajo costo, accesibilidad y son métodos observables 
de las bacterias como la morfología, desarrollo y propiedades bioquímicas 
y metabólicas.  
Características macroscópicas. La morfología de las colonias es única 
de la especie bacteriana, cuando crecen en medios específicos y 
condiciones idóneas se describen por sus características de tamaño 
forma,  consistencia y por su color (Cercenado & Cantón, 2010). 
Crecimiento en medios de cultivo. También se pueden identificar  a las 




creado para el crecimiento específico de una cepa bacteriana, estos 
ahorran tiempo y orientan decisivamente al resultado final (Cercenado & 
Cantón, 2010). 
Características microscópicas. El estudio microscópico en fresco y tras 
tinción revela la forma, la manera de agruparse, la estructura de las 
células y su tamaño. Las tinciones Gram es  el primer paso, el proceso 
básicamente consiste en una tinción inicial, donde las células colocadas 
en el portaobjetos se tiñen con cristal violeta, como segundo paso se 
adiciona lugol que reacciona con el cristal violeta y forma un complejo 
cristal violeta-yoduro, en este punto las células continúan de color 
morado, el tercer paso consiste en agregar un solvente no polarizado 
(alcohol cetona) que decolora el complejo cristal violeta-yoduro, de esta 
manera las bacterias gram positivas continúan moradas y las gram 
negativas quedan incoloras y finalmente se realiza una contratinción  
donde se vuelve  a teñir con safranina de manera que las bacterias gram 
negativas se tiñen de rosado, en tanto las bacterias gram positivas no se 
afectan (Rodriguez, Gamboa, Hernández, & García, 2006). 
Ilustración 12. Diagrama de coloración tinción Gram 
 
Fuente: Bacteriología general (Rodriguez, Gamboa, Hernández, & 
García, 2006) 
 
Pruebas bioquímicas. Según Cercenado y Cantón (2010) estas pruebas 
permiten determinar las características metabólicas de las bacterias 




 Catalasa: Es una enzima presente en la mayoría de 
microorganismos que poseen citocromos. Las bacterias sintetizan 
Catalasa. La catalasa es un enzima que hidroliza el peróxido de 
hidrógeno en agua y oxígeno gaseoso, liberándose en forma de 
burbujas.  
 Oxidasa. Esta prueba sirve para determinar la presencia de 
enzimas oxidasas. La reacción de la oxidasa se debe a la presencia 
de un sistema citocromooxidasa que activa la oxidación del 
citocromo el cual es reducido por el oxígeno molecular 
produciéndose agua o peróxido de hidrógeno según la especie 
bacteriana.  
 Oxido fermentación (OF): Mediante esta prueba se va a determinar 
si la utilización de los hidratos de carbono por parte de un 
microorganismo se realiza por vía oxidativa (proceso aeróbico, 
presencia de oxígeno) o por vía fermentativa (proceso anaeróbico, 
ausencia de oxígeno).  
Otras pruebas que pueden definir a una cepa bacteriana según 
MacFaddin (2003) son: 
 Tri Sugar Iron (TSI): Con  esta prueba se puede definir la 
capacidad degradativa de azúcares los tres azúcares (lactosa, 
sacarosa y glucosa) y hierro. 
 Sulfuro Indol Movilidad (SIM): Esta prueba sirve para identificar la 
producción de     y la movilidad en el medio, detallando o no la 
presencia de flagelos en el microorganismo. 
 
Según los Métodos de identificación bacteriana en el laboratorio de 
microbiología del 2010, existen equipos multipruebas con los cuales se 
puede determinar algunas bacterias eficaz y rápidamente, su aplicación 
se realiza bajo condiciones determinadas en lo que se refiere al inóculo, 
modo de inoculación e incubación. Pueden ser manuales o automatizados 





 Sistemas manuales o galerías multipruebas, está constituido por 
celdas pequeñas separadas entre sí, cada una contiene un 
sustrato liofilizado y se inocula individualmente, asi se efectúa 
paralelamente varias pruebas bioquímicas. Los resultados de las 
pruebas se evidencian por una serie numérica en función de las 
reacciones generadas, luego se identifica la especie de bacteria ya 
que cada una tiene un código específico. 
 Sistemas automatizados, son galerías o celdas similares a las 
manuales, sin embargo la inoculación, incubación y lectura se 
realizan de forma automatizada. 
 
2.5.6. Métodos de Medición del Crecimiento bacteriano 
 
Existen diversas formas para determinar el crecimiento de las poblaciones 
microbianas, registrándolas como el número de células que hay en un 
mililitro de líquido o en un gramo de material sólido. Los métodos de 
cuantificación pueden ser mediante mediciones directas o indirectas 
tomando pequeñas muestras según la técnica, para un posterior cálculo 
que determinará la población total (Totora, Funke, & Case, 2007). 
 
Métodos directos: 
 Recuento en placa.- es uno de los métodos más utilizados, mide el 
número de células viables y requiere como mínimo 24 horas para 
que la formación de colonias sea visible, se basa en que cada 
bacteria viable originará una colonia macroscópica (UFC unidad 
formadora de colonia) que será utilizada para el conteo. Para que 
el método sea confiable las colonias deben crecer en un número 
limitado, ya que si se desarrollan en gran magnitud el recuento es 
inexacto (Totora, Funke, & Case, 2007).  Estadísticamente el 
resultado será significativo si el conteo se realiza a placas de 30 a 





o Diluciones seriadas, se aplica para que el recuento se 
encuentre entre los límites de confiabilidad, diluyendo varias 
veces el inóculo original y sembrando por estriado en cajas 
Petri con el agar ya solidificado (Totora, Funke, & Case, 
2007). 
Ilustración 13. Recuentos en placa y diluciones seriadas 
 
 
Fuente: Introducción a la Microbiología(Totora, Funke, & Case, 2007) 
 
 
o Placa vertida y diseminación en placa, la primera se refiere a 
la aplicación el agar directamente sobre la dilución 
bacteriana presente en la caja Petri aproximadamente a 
50°C y se espera que el agar se funda. Mientras que la 
segunda consiste en verter el inóculo bacteriano sobre el 
agar fundido, para extenderlo por medio  de una espátula de 
Drigalsky estéril (Manacorda, Cuadros, & Álvarez, 2007). 
 
 Filtración.- es aplicable cuando la densidad bacteriana es baja, 
como en  corrientes hídricas (ríos o lagos). Se procede haciendo 
pasar el agua por un filtro de porosidad pequeña, posterior a ello se 
toman las bacterias y se siembran en cajas Petri que contiene una 





 Número más probable (NMP).- método útil para microorganismos 
que no crecen en medios sólidos, y se basa en que mientras la 
muestra tenga más concentración bacteriana se requerirá mayor 
número de diluciones para bajar su densidad, al final se traducirá 
en un número característico de tres cifras definido en función de los 
tubos positivos, es decir en los cuales se observó proliferación 
bacteriana. Este número se ingresa en un tabla y se determina 
finalmente el número más probable de microorganismos 
(Manacorda, Cuadros, & Álvarez, 2007). 
 
 Recuento microscópico directo, para este recuento se requieren 
cámaras de conteo especiales, en las cuales se añade una gota de 
la muestra bacteriana y se la cubre, bajo el microscopio se puede 
contar el número de células gracias a la retícula existente en la 
cámara; posterior a ello se realiza un cálculo de conversión para 
determinar las UFC/ml. Algunos inconvenientes es que no se 
distingue las células vivas de las muertas y existe poca precisión 




 Turbidimetría.- método que determina el crecimiento bacteriano por 
medio de la turbidez que presenta la multiplicación de bacterias en 
un medio líquido. El equipo que se usa para la determinación de la 
densidad bacteriana por medio de la turbidez es el 
espectrofotómetro. Para definir la cantidad de microorganismos se 
debe realizar una curva de calibración por tipo de microorganismo 
y así corresponder la densidad óptico con el número de 
microorganismos (Totora, Funke, & Case, 2007). 
 Actividad metabólica.- se basa en que un producto metabólico de 
las bacterias como el ácido o el CO2 es directamente proporcional 
con el número de bacterias presentes, se hacen ensayos 




 Peso Seco.- es un método aplicado a escala industrial por el alto 
volumen de muestra al igual que las densidades bacterianas. Se lo 
puede realizar centrifugando la muestra líquida y pesando después 












III. DISEÑO METODOLÓGICO 
 
3.1. DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN 
 
El presente estudio es de tipo descriptivo porque caracterizará de  forma 
general la situación actual de los ripios de perforación en base  aceite. 
También es un estudio de campo experimental, ya que su  desarrollo se 
basa en la investigación microbiológica y posterior a su  aplicabilidad se 
efectúa la toma e interpretación objetiva de los  resultados de los análisis 
físico – químicos, mismos que constituye el  objeto de investigación; es 
documental porque se utilizarán textos de  apoyo para llevarla a cabo.  
 
Con respecto al tiempo el estudio es de corte es longitudinal porque la 
recolección de datos se hará cada 10 días  durante 4 meses para hacer 
inferencias respecto al cambio, determinantes y consecuencias, es 
prospectivo porque los resultados obtenidos servirán para la toma de 
decisiones, en este caso para determinar la efectividad de la aplicación de 
la determinada cepa bacteriana para degradar hidrocarburo en las 
piscinas de ripios existentes en HAZWAT CIA LTDA.  
 
3.2. DEFINICIÓN DE LAS VARIABLES 
 
3.2.1. Variable Independiente 
Ripios de perforación base aceite.  
3.2.2. Variable Dependiente 





3.3. POBLACIÓN Y MUESTRA 
 
El universo está constituido por las 4 Piscinas de Ripios en base aceite 
encontradas  HAZWAT CIA LTDA. Se tomaron  3 muestras de cada una 
de las cuatro piscinas de bioremediación de ripios ubicadas en la 
empresa. Para tener un análisis microbiológico exhaustivo se debió 
analizar todos los ripios, sin embargo resultó inviable económica y 
operativamente, por lo que se tomaron muestras al azar en base a las 
recomendaciones de la guía de campo para muestreo de suelos y 




Para la toma de muestras y trabajo en el laboratorio se utilizaron 
los siguientes instrumentos: 
 
3.4.1. Material de Campo 
 
 Fundas zinploc 
 Pala de jardinería 
 Pala grande 
 Cámara fotográfica Sony 14 megapíxeles 
 Libreta de campo 
 Cinta de embalaje 
 Marcadores 
 8 pares de guantes 
 5 Saquillos 
 5 cajas de cartón 
 10 tablas de madera de 1m x 0,25m x 0,30m 
 2 pingos de 3m  
 1 pingo de 4 m 
 25 m de plástico transparente y negros 




 1 lb de clavos 
 1 martillo 
 1  azadón 
 1 atomizador de 1000 ml 
 
3.4.2. Material de Laboratorio 
 
 Microscopio óptico (10-100x)  
 1 autoclave 
 1 incubadora 
 1 Balanza 
 1 Termómetro 
 10  matraces Erlenmeyer de 500 ml 
 4 matraces Erlenmeyer de 1000 ml  
 1 rollo de papel aluminio 
 1 rollo de gasa esterilizada 
 1 rollo de algodón esterilizado 
 1 caja de guantes 
 1 caja de mascarillas 
 1 caja de gorros  
 40 cajas Petri 
 1 par de guantes para calor 
 5 cajas de fósforos 
 2 lámparas de alcohol 
 1 galón de alcohol 
 5 asas de metal 
 2 espátulas  
 40 tubos de ensayo con tapa 
 Reactivos necesarios para las preparaciones 
 Agar cetrimide 
 Caldo nutritivo 








La identificación de bacterias biorremediadoras presentes en ripios de 
perforación en base aceite y evaluación de su eficiencia degradativa de 
hidrocarburos ex-situ, se realizó en tres fases: fase de campo para la 
toma de muestras requeridas en el análisis microbiológico, fase de 
laboratorio para el aislamiento e identificación de cepas bacterianas y 
finalmente una fase experimental a pequeña escala en campo para 
colocar las bacterias en camas, según se recomienda en la 
bioremediación de lodos contaminados con hidrocarburos (Lagrega, 
Buckingham, & Evans, 2006). 
 
3.5.1. FASE I: Fase de campo 
 
Toma de muestra para análisis microbiológico en el laboratorio  
 
Se tomaron 3 muestras aleatorias simples de 1kg de cada una de las 
cuatro piscinas de bioremediación de ripios ubicadas en la empresa 
HAZWAT. Para realizar un análisis microbiológico exhaustivo se deberían 
analizar todos los ripios, sin embargo resulta inviable tanto económica 
como operativamente debido al volumen e infraestructura de las piscinas; 
por ello se tomaron muestras al azar o aleatorias con lo cual se pretende 
asegurar la representación e inclusión de cada elemento en la muestra.  
 Delimitación de áreas 
Al inicio de la toma de muestras se recorrió cada piscina, con el fin de 
identificar superficies más o menos homogéneas en función de la 
apariencia física (relieve, color, textura) determinando así muestras 
representativas, tomando también en consideración el tipo de manejo 
recibido hasta el momento en HAZWAT (volteo sin frecuencia) 





 Materiales y herramientas 
Para la toma de muestras se utilizó palas de jardinería, fundas plásticas 
herméticas estériles y guantes.  
 Proceso de muestra 
 
Se señalizó los puntos a muestrear, haciendo un trazo en zigzag, 
cubriendo lo máximo posible toda el área de la piscina. 
Se tomaron inicialmente muestras de 2 kg aproximadamente a una 
profundidad de 10-20 cm, posterior a ello se realizó el cuarteo de cada 
una sobre una funda plástica reduciendo así la muestra a 1kg. 
Luego depositamos la muestra en la funda plástica hermética estéril y se 
identificó con el número de la muestra en función de la era.  
El transporte hasta el laboratorio para el análisis microbiológico fue 
inmediato al igual que el análisis de las muestras en el laboratorio para 
certificar su concentración de TPH. 
 
Lo indicado anteriormente se repitió en cada una de las muestras 
tomadas en las 4 piscinas de los ripios de perforación base aceite. 
 
Las muestras fueron enumeradas de la siguiente forma: 
Tabla 3. Muestras tomadas para el análisis microbiológico 
Piscina de la que 





Piscina 1 M4- M5-M6 
Carga contaminada más 
antigua y homogenizada 
Piscina 2 M10-M11-M12 
Carga contaminada antigua 
semi-homogenizada 
Piscina 3 M7-M8-M9 
Carga contaminada 
No homogenizada 
Piscina 4 M1-M2-M3 
Últimas cargas (2008) no 
homogenizadas 





Toma de muestra de  ripios contaminados para el biotratamiento 
 
La cantidad necesaria de suelo fue recopilada mediante muestras 
aleatorias estratificadas compuestas, debido a que los ripios contenidos 
en cada una de la piscinas tienen características específicas, según las 
técnicas propuestas en el muestreo de suelos (Valencia & Hernández, 
2002).  
 Delimitación de áreas 
Se delimitó las áreas donde tomar las muestras tomando como referencia 
el primer recorrido realizado anteriormente. 
 Materiales y herramientas 
Para la toma de muestras se utilizó palas, saquillos, guantes y botas. 
 Proceso de muestra 
 
Se identificaron 5 puntos en función de las características físicas 
observadas, y relieves existentes. 
En los lugares señalados se tomó 5 submuestras de 20 kg, con una 
profundidad de 20 - 30 cm, posterior a ello se realizó el cuarteo de cada 
una sobre una funda plástica reduciendo así la muestra a 10kg. 
Luego depositamos cada submuestra en un saquillo teniendo una 
muestra compuesta y homogenizada de 50 kg. 
Cada saquillo fue identificado según la piscina y la fecha. 
Posteriormente se trasladaron las muestras al Centro de Biología de la 
Universidad Central del Ecuador. 
 
El procedimiento desarrollado se realizó para cada una de las 4 piscinas 






Durante todo el proceso se utilizaron medidas de bio-protección como el 
uso de guantes, botas de caucho, palas y saquillos esterilizados y la 
contención de cualquier fluido mediante el uso de cartones y  plásticos en 
el balde de la camioneta. 
 
3.5.2. FASE II: Fase de Laboratorio 
 
La fase de laboratorio implicó la identificación de las especies bacterianas 
presentes en los ripios de perforación base aceite. 
 
Aislamiento de las cepas bacterianas. Para el aislamiento de las cepas 
se preparó dos caldos de enriquecimiento o caldos minimales:  
 Diseñado por Zajic (Pérez, Camacho, Gómez, Rodriguez, & 
Cantero , 2008) que contiene los siguientes reactivos: 
Tabla 4. Reactivos utilizados para cultivo “Zajic” 
Reactivo Cantidad 
       0,15 g 
       0,1 g 
      0,1 g 
    0,01 g 
            0,05 g 
      0,001 g 
      0,001 g 
         0,5 % (v/v) 
       2 % (v/v) 
Agua destilada C.S. para 100ml 
Fuente: Cevallos, D. Niño, H ; 2013 
 
 Medio Solana (Maposita, Calle, Fillos, & Burgos, 2010) que 




Tabla 5. Reactivos utilizados en el cultivo “Solana” 
Reactivo Cantidad 
       0,15 g 
       0,1 g 
      0,1 g 
           0,01 g 
       0,05 g 
       1 % (v/v) 
Agua destilada C.S. para 100ml 
Fuente: Cevallos, D. Niño, H; 2013 
 
A ambos medios se les agrego de 5 a 10 gotas de tween 80 para facilitar  
la homogenización, y 100 g de ripios contaminados con hidrocarburos. Se 
colocaron los 2 caldos a 37°C durante 48 horas. 
 
Pasadas las 48 horas se tomó el sobrenadante, se sembró mediante el 
método de estriado con asa metálica en cajas Petri sobre agar M - HPC 
medio general utilizado para el crecimiento de microorganismos 
heterótrofos (Composición: peptona 20.0g, gelatina 25.0 g, agar 15g), 
dejando las cajas Petri en la incubadora a 37°C durante 48 h. 
 
Identificación de las cepas bacterianas 
 Características macroscópicas 
 
Luego de 48 horas se separaron las colonias de acuerdo a su 
morfología, tomando en cuenta sus características de tamaño, 
forma,  consistencia y por su color. 
 
 Crecimiento en medios de cultivo selectivo 
 
En función de la morfología encontrada se colocaron las cepas 




selectivo de Pseudomona Aeruginosa (composición: peptona de 
gelatina 20.0 g, cloruro de magnesio 1.4 g, sulfato de potasio 
10.0 g, Cetrimide 0.3 g, agar 13.6 g); agar Mac Conckey medio 
de cultivo específico para bacterias gram negativas y cepas que 
fermenten la lactosa en la cual se diferencia el tipo de cepa en 
función del color (composición: peptona 17.0 g, pluripeptona 3.0 
g, lactosa 10.0 g, sales biliares 1.5 g, cloruro de sodio 5.0 g, 
agar 13.5 g, rojo neutro 0.03 g, cristal violeta 0.001 g); Agar 
Soya y Tripticaseína (AST) medio para la recuperación y 
aislamiento de bacterias aerobias grampositivas y 
gramnegativas (composición: peptona de caseína 15.0g, 
peptona de soya 5.0g, cloruro de sodio 5.0g, agar bacteriológico 
15.0g); Agar Gelosa Sangre al 5% (AGS) medio para 
observación de hemólisis (composición: infusión de músculo de 
corazón 375.0g, peptona 10.0g, cloruro de sodio 5.0g, agar 
15.0g ); y Agar Sal y Manitol (ASM) medio específico para 
estafilococos que evidencia la fermentación de manitol y 
resistencia al 7.5% de NaCl (extracto de carne). 
 
 Características microscópicas 
 
Se realizó frotis de las distintas cepas en porta objetos y 
posterior a ello la tinción Gram de acuerdo a los siguientes 
pasos: se colocó 1 gota de violeta de genciana, se dejó actuar 
durante 10 s, en segundo lugar se agregó lugol durante 10 s y 
se lavó con agua destilada, en tercer lugar se añadió alcohol 
cetona y se dejó actuar durante 5 s, se lavó con agua destilada, 
como cuarto paso se añadió safranina que actuó durante 10 s 
se lavó con agua destilada, finalmente se retiraron los excesos 
de agua y reactivos se colocó el cubre objetos y se observó al 








 Pruebas bioquímicas 
 
Luego de separar a las cepas bacterianas por su forma, se 
realizó una inoculación de cada una de estas ellas en caldo 
nutritivo Difco Nutrient Broth (composición: Extracto de Carne 
3.0g, Peptona 5.0g), se dejó en la incubadora durante 48 horas 
a 37°C, tiempo luego del cual se realizaron pruebas 
bioquímicas a las bacterias en función del agar en el cual 
crecieron, como se detalla a continuación: 
A las bacterias que crecieron en agar Cetrimide y agar 




Con una micropipeta se tomó un mililitro de las colonias 
reproducidas en el caldo nutritivo, depositándolas sobre cada 
porta objetos, posterior a ello se añade una gota de peróxido 
de hidrógeno al 30% y se observa de inmediato la reacción de 




Se tomó con al asa metálica una muestra de las colonias 
desarrolladas en el agar y se lo colocó en una cinta de papel 
filtro mismo que estaba impregnado de tetrametil-para-
difenilamina se espera alrededor de 2 minutos para ver si 
existe un cambio de color. Si vira el color a rosado/violeta  la 








Oxido fermentación (OF) 
 
Se preparó en dos tubos de ensayo 10 ml de medio OF por 
cada una de las colonias reproducidas, se inoculó en el medio 
por picadura hasta el fondo de los tubos con un asa de punta 
cada cepa, cubriendo a uno de los dos con vaselina y el otro 
queda expuesto al aire. Se deja por 48 horas en incubación a 
38°C para observar la existencia de microorganismos 
oxidativos si cambiar el color de verde a amarillo en el tubo 
expuesto al aire, mientras que si los microorganismos son 
fermentativos cambiaran el color en los dos tubos. 
 
Tri Sugar Iron (TSI) 
 
Se preparó el medio TSI y colocó en los tubos de ensayo en 
pico de flauta dejando como fondo de al menos 2 cm, se tomó 
con el asa metálica cada una de las colonias y se inoculó en 
el medio TSI por medio de punción y estría, rotulando de 
forma correcta cada uno de ellos. Se deja incubar por 24 
horas a 38°C para evidenciar si existe el cambio de color de 
rojo a amarillo comprobando la fermentación o no de los 
azúcares. 
 
Sulfuro Indol Movilidad (SIM) 
 
Se preparó en tubos de ensayo el medio SIM, y cada una de 
las colonias inoculadas fueron sembradas por punción con 
aguja de inoculación de forma recta hasta una profundidad de 
dos tercios del medio. Se dejó incubar durante 24 horas a 38° 
C en exposición al aire; posterior a la incubación se añadió a 





Se observará turbidez por movilidad, ennegrecimiento en el 
medio por H2S positiva y viro de color a rojo después del 
reactivo Kovac por indol positivo. 
 
A la cepa bacteriana encontrada que no se desarrolló en agar 
Cetrimide ni agar MaConkey se le realizó las pruebas 
bioquímicas antes detalladas bajo el mismo procedimiento y 
posteriormente sembradas en agar AST, AGS y ASM con el fin 
de verificar su morfología colonial, posterior a determinar su 
género y con el fin de confirmarlo se aplicó las pruebas 
comerciales API 50 CHB V4.0 que permiten el estudio de 49 
carbohidratos para identificar el género Bacillus y en función de 
la clave generada determinar la especie, se realizó la prueba en 
función del procedimiento indicado por el fabricante que a 
continuación se detalla: 
 
Se preparó la cámara de incubación agregándole agua 
destilada para mantener una atmósfera húmeda, y se colocó 
la galería API.  
 
Para la preparación del inóculo de la cepa a identificar se lo 
hizo inicialmente en 2 ml de agua destilada estéril, luego 
ésta suspensión concentrada se le agregó gota a gota (6 
gotas) a 5ml de agua estéril hasta llegar a una concentración 
de turbidez según el patrón 2 de Mcfarland. 
 
Posterior a ello se inoculó en el medio de API 50 CHB 
añadiendo el doble de gotas agregadas anteriormente (12 
gotas), finalmente se homogenizó y se incubó a 33°C por 24 
y 48 horas  para la posterior lectura de la galería en función 





Preparación del pool bacteriano 
Posterior a la identificación y aislamiento de bacterias,  estas se 
inocularon de forma separada en el pool bacteriano preparado por doble 
para su posterior colocación en concentraciones determinadas en cada 
una de las camas de prueba, es decir se preparó 200 ml de pool 
bacteriano para Pseudomona aeruginosa y 200 ml de pool bacteriano 
para Bacillus Licheniformis. 
El pool bacteriano es un caldo que contiene nutrientes necesarios para el 
adecuado crecimiento de las bacterias identificadas; a continuación se 
describe como se compuso el pool: 
Tabla 6. Reactivos usados en el pool bacteriano 
Reactivo Concentración (V/V) 
Melasa 5 % 
Sales minerales (KCl, KH2PO4, NH4Cl) 0.1 % 
Agua destilada 2000ml 
Bacteria Identificada N°1: Pseudomona aeruginosa 3 x     ufc/ml 
Bacteria Identificada N°2: Bacillus Licheniformis 3 x     ufc/ml 
Fuente: Implementación de diferentes técnicas analíticas para la determinación 
de biomasa bacteriana de cepas Pseudomonas pitida biodegradadoras de Fenol 
(Camacho & Sáenz, 2010) 
 
Métodos de Medición del Crecimiento bacteriano. Para determinar la 
cantidad de colonias presentes en las camas de los ripios de perforación 
se aplicó el método: 
 
 Recuento en placa de bacterias viables 
Se tomó 1 gramo de cada una de las siete camas de ripios de 
perforación base aceite que se encuentran en biotratamiento y el 
blanco, cada gramo se colocó en tubos de ensayo y se les añadió 9 
ml de suero estéril, rotulándolos de forma adecuada cada uno se 
encontraba a la concentración de 10-1 que corresponde al primer 




Se agito, con una pipeta estéril se toma 1 ml del tubo 10-1 y se lo 
agrega en un segundo tubo con 9ml de suero rotulándolo como 10-2 
correspondiente al segundo nivel de dilución (1:100). 
Posteriormente se toma con otra pipeta estéril 1 ml del tubo 10-2 y 
se lo añade en un tercer tubo de ensayo con 9 ml de suero 
rotulándolo como 10-3 correspondiente al tercer nivel de dilución 
(1:1000). 
Se continuaron con las diluciones en función de lo detallado hasta 
llegar a obtener el sexto nivel de dilución 10-6 (1:1000000). 
Cada una de las diluciones se hicieron para los ripios tratados en 
función de las 3 concentraciones correspondientes a las camas con 
Pseudomona aeruginosa y las 3 concentraciones referentes a la 
Bacillus licheniformis. 
Mientras que al blanco se debió realizar una dilución más llegando 
hasta 10-8 debido a la alta concentración bacteriana. 
Luego se preparó agar M HPC y esterilizó las cajas Petri, para la 
siembra por duplicado de cada una de las diluciones para 
promediar los recuentos. 
Se sembró e incubó durante 24 horas a 38 °C. 
Con las diluciones se esperaba que en las concentraciones 
iniciales exista mayor concentración bacteriana y que en las 
concentraciones finales tiendan a cero.  
 
3.5.3. FASE III: Experimentación a pequeña escala 
 
Inicialmente se aplanó el piso donde se ubicaron las camas prueba, con el 
fin de mantener libre al suelo por contaminación de hidrocarburos se 
forraron las camas de madera con geomembrana evitando el paso de 





Posteriormente se construyó un techo cerrado herméticamente que no 
permitió el paso de la lluvia y agentes contaminantes o biológicos 
exteriores, con pingos de 3 m y 25 m de plástico. 
 
Y en su interior se construyeron las 7 camas que se utilizaron para el 
proceso de biotratamiento, las cuales  tienen las medidas de 1 m de largo, 
0,30 m de ancho, y 0,25 m de profundidad; es decir que cada cama tiene 
la capacidad de almacenar un volumen de 0,075 m3.  
 
En estas camas se colocó los ripios de perforación base aceite que se 
trasladaron desde HAZWAT, cada muestra ensaquillada fue 
homogenizada y distribuida de forma  proporcional.  
A los ripios se le agregó 5 kg de zeolita molida, porque esta  describe una  
porosidad alta, tiene presencia de cationes bivalentes que aumentan su 
capacidad de adsorción haciendo accesible el volumen de microporos y 
sus áreas externas son considerables permitiendo la adsorción del 
material con hidrocarburos (Corona, Hernández, Rojas , Portillo, Lara, & 
Carlos , 2009) mejorando el proceso de biotratamiento. 
Posteriormente se separaron las camas en 2 grupos de 3, en el primer 
grupo se trataron los ripios con la bacteria pseudomona aeruginosa y en 
el segundo grupo se trataron a los ripios con la bacteria bacillus 
licheniformis  manteniendo 1 cama como el blanco del proceso, es decir 
los ripios homogenizados sin ninguna adición extra. 
 
A las camas de ripios de perforación base aceite preparadas se les 
agregó el pool bacteriano con cada una de las cepas bacterianas 
identificadas respectivamente, en concentraciones del 3%, 5% y 7% de 
acuerdo al estudio Evaluation of the induction of Lipolytic Enzymes from a 
Pseudomona Aeruginosa isolated from african palm fruit, permitiendo la 






La primera dosis fue aplicada a una temperatura de 19°C y 5 de pH, 
posterior a los 10 días se mezclaron los ripios de perforación base aceite 
para mejorar las condiciones de aireación y bioestimulación, mejorando 
las condiciones para el crecimiento de las bacterias junto con los 
nutrientes otorgados en el pool bacteriano, además se colocó otra dosis 
con las mismas concentraciones al 3%, 5% y 7%, se midió pH y 
temperatura; lo descrito fue realizado de forma frecuente en los días 20 y 
30 del proceso. Cada 10 días se voltearon los ripios para mejorar el 
proceso aeróbico y se midieron pH y temperatura. 
 
Semanalmente se verificaron condiciones de pH y temperatura, se 
oxigenó con volteo y se aplicó pool bacteriano en los días 40, 50 y 60. A 
los 2 meses de  la primera puesta se tomaron muestras y realizó el 
respectivo análisis en laboratorio. Todo el proceso está diseñado para 
disminuir considerablemente el nivel de TPH en 120 días según Vásquez 
et al. (2010) en su estudio de biorremediación de lodos contaminados con 
lubricantes; por lo tanto en se prosiguió con las puestas del pool 
bacteriano en los días 70,80, 90, 100,110 y 120; a los cuatro meses se 
tomó las muestras y se envió al laboratorio para corroborar la disminución 










IV. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 
4.1. ANÁLISIS DE LA IDENTIFICACIÓN DE CEPAS BACTERIANAS 
Pasadas las 48 horas de incubación, se observó crecimiento de bacterias tan solo de lo sembrado del caldo nutritivo Zajic en agar 
M-HPC, teniendo los siguientes resultados:  
























































Color: verde fluorescente 








Posterior a la caracterización morfológica se realizó la siembra en dos 
medios selectivos, agar Cetrimide para constatar la presencia de 
Pseudomonoa aeruginosa y en agar Mac Conckey para identificar que 
otro tipo de cepa existe según su color. Posterior a las 48 horas de 
incubación se pudo observar algunas características detalladas a 
continuación y  los resultados de las pruebas bioquímicas realizadas 
respectivamente: 























Redonda Redonda Redonda Redonda 














ELEVACIÓN Elevado Elevado Elevado Elevado 
SUPERFICIE Lisa Lisa Lisa Lisa 
ASPECTO Húmedo Húmedo Húmedo Húmedo 
CONSISTENCIA Suave Suave Suave Suave 
CRECIMIENTO     
Fuente: Cevallos, D. Niño, H; 2013 
 

































BORDE Regular  Regular  Regular  Regular  




ELEVACIÓN Plana  Plana  Plana  Plana  
SUPERFICIE Lisa Lisa Lisa Lisa 
ASPECTO Húmedo Húmedo Húmedo Húmedo 
CONSISTENCIA Suave Suave Suave Suave 


























Negativo Negativo Negativo Negativo 
FORMA Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo 
CATALASA + + + + 
OXIDASA + + + + 
OF O O O O 














Fuente: Cevallos, D. Niño, H; 2013 
 
 CE 4 (z-a) 
Crecimiento  Agar Cetrimide          Crecimiento Agar Mac Conckey 
                          
 
 
 CE 2 (z-b) 
Crecimiento  Agar Cetrimide        Crecimiento Agar Mac Conckey 
          








           Catalasa               Oxidasa                 OF                   TSI             SIM   
                                          
 
                                                                                 
 CE 3 (z-c) 
 
Crecimiento  Agar Cetrimide        Crecimiento Agar Mac Conckey 
                      
            Catalasa                 Oxidasa                    OF                      TSI                  SIM 











 CE 5 (z-d) 
                Crecimiento  Agar Cetrimide          Crecimiento Agar Mac Conckey 
            
          
 
         Catalasa               Oxidasa                  OF                   TSI                 SIM 
                                                                      
 
En función de la morfología microscópica y colonial y las pruebas 
bioquímicas realizadas a las cepas encontradas en las cajas: CE2, CE3 y 
CE5 evidencian la presencia de pseudomona aeruginosa. Mientras que la 
CE4 (z-a) muestra que no pertenece al género pseudomona y tampoco 
creció en agar macconkey confirmando que es gram positivo. Por lo tanto 
se sembró en agar AST, AGS y ASM, medios en los cuales la cepa z- a 
creció adecuadamente y pruebas bioquímicas correspondientes; según 


































Color: amarillo brillante 
Superficie: lisa 
Aspecto: húmedo  
Consistencia: membranoso 








Tabla 12. Pruebas bioquímicas realizadas a la cepas encontradas 
 
CEPA 
z – a 
CEPA 
Bacillus 
Tinción Gram Positivo  Positivo 
Forma Bacilo Bacilo 
CATALASA + + 
OXIDASA + + 















           Catalasa               Oxidasa                OF                  TSI                SIM 
                                    
En función de las pruebas bioquímicas realizadas se determina que el 
género de la cepa es Bacillus, posteriormente para identificación de la 





4.2. RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS 
 
Luego de realizar el conteo de UFC se evidenciaron los siguientes 
resultados: 






10-2 10-4 10-6 10-8 
Blanco  N/A INC INC 26 8 
Pseudomona 
Aeruginosa 
3% INC 6 <LD N/A 
5% INC 8 <LD N/A 
7% INC 18 <LD N/A 
Bacillus 
Licheniformis 
3% INC 5 <LD N/A 
5% INC 8 <LD N/A 
7% INC 27 <LD N/A 
INC: Incontable 
Fuente: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
Como se muestra en el siguiente registro fotográfico: 
 
 





    
 




4.3. PARÁMETROS EXPERIMENTALES 
Resultados de pH y temperatura 
A continuación se muestran los parámetros de pH y temperatura monitoreados cada 10 días antes de cada una de las 
aplicaciones de pool bacteriano: 
































































5 5,1 5,4 5,6 5,7 
6,3 
















5 5,1 5,4 5,5 6,1 6,3 6,4 6,6 6,9 7 6,9 6,9 6,9 20 20 21 21 23 21 23 23 25 24 23 23 24 
BLANCO 5 5 5 5 5,1 5,2 5,3 5,4 5,5 5,8 6 6,3 6,7 19 19 20 21 22 22 22 23 23 24 24 23 23 





Gráfico 1 Variación de pH de las unidades experimentales 
 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
 
Como se muestra en la gráfica el pH varía entre 5 y 7,2 en función del 
tiempo, así en el último día todas las unidades experimentales bordean un 
pH neutro, en cambio la unidad experimental que no sufrió ningún 
tratamiento varió su pH de 5 a 6,7, resultando aún ácido. 





















































































Gráfico 2.  Variación de temperatura de las unidades experimentales 
 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
Como se observa que en las unidades experimentales las temperaturas 
oscilaron entre 19 grados inicialmente debido al clima de donde provenían 
los ripios,  hasta los 24 grados centígrados debido a la actividad 
microbiana y las condiciones del invernadero. 
 
4.4. EFICIENCIA DEGRADATIVA 
 
Luego de los cuatro meses la aplicación de las bacterias en los ripios de 
perforación se realizaron análisis de TPH con la metodología PEE/S/01 
Ref: EPA 418.1, aprobada por el Organismo de Acreditación Ecuatoriana 
(OAE), cuyos resultados permitieron calcular de acuerdo a la 
proporcionalidad, el porcentaje de remoción en cada una de las unidades 









































































































aeruginosa al 7% 
232940 60274 172666 74,1 
Pseudomona 
aeruginosa al 5% 
232940 57777 175163 75,2 
Pseudomona 
aeruginosa al 3% 
232940 76630 156310 67,1 
Bacillus 
licheniformis 7% 
232940 107650 125290 53,8 
Bacillus 
licheniformis 5% 
232940 120517 112423 48,3 
Bacillus 
licheniformis 3% 
232940 105758 127182 54,6 
BLANCO 232940 146087 86853 37,3 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
 
Gráfico 3. Variación de TPH de las unidades experimentales 
 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
 
Como se observa en la gráfica la unidad experimental que se trató con  



































convirtiéndola en la unidad con mejores resultados, seguida de 
pseudomona aeruginosa al 7% que permitió bajar en 172.666 unidades 
de TPH, a este resultado le siguen 156.310 unidades de TPH disminuidas 
correspondientes a la unidad experimental pseudomona aeruginosa al 
3%, la unidad experimental con bacillus licheniformis al 3% bajó 127.182 
unidades de TPH, la unidad experimental con bacillus licheniformis al 7% 
disminuyó 125.290 unidades de TPH y  la unidad experimental con 
bacillus licheniformis al 5% obtuvo una disminución 112.423 unidades de 
TPH, finalmente se observa que la que la unidad blanco disminuyó en 
86853 unidades de TPH 
Gráfico 4  Porcentaje de remoción de TPH en las unidades experimentales 
 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
 
Como se observa en la gráfica la unidad experimental que se trató con  
pseudomona aeruginosa al 5% disminuyó en un 75,2% el TPH de los 
ripios contaminados, seguida de pseudomona aeruginosa al 7% que 
disminuyó el TPH en 74,1%, a este resultado le sigue el porcentaje de 
remoción del 67,1% correspondiente a la unidad experimental 
pseudomona aeruginosa al 3%, la unidad experimental con bacillus 
licheniformis al 3% obtuvo un porcentaje de remoción del 54,6 %, la 
unidad experimental con bacillus licheniformis al 7% disminuyó los niveles 
















al 5% obtuvo un porcentaje de remoción del 48,3 %. La unidad 
experimental blanco obtuvo un porcentajd e remoción del 37,3 % de 
unidades de TPH. Estos resultados demuestran que las unidades tratadas 
con pseudomona aeruginosa obtuvieron buenos resultados al disminuir 
hasta en un 75,2% de los niveles de TPH en los ripios de perforación 
base aceite contaminados.  
 
4.5. ANALISIS COMPARATIVO DE COSTOS 
 
Para realizar el análisis comparativo de costos, primero se realizó una 
lista con los costos en los que se incurrió para la identificación y 
evaluación de biotratamiento de los ripios de perforación en base aceite, 
estos costos se muestran a continuación: 
Tabla 16. Costos de material e insumos 
Cantidad Material/Insumo Costo 
50 Fundas zinploc $ 10,00 
1 Pala de jardinería $ 10,00 
1 Pala grande $ 20,00 
1 Libreta de campo $ 1,00 
2 Cinta de embalaje $ 0,70 
3 Marcadores $ 1,00 
2 Cajas de guantes $ 20,00 
5  Saquillos $ 1,25 
5 Cajas de cartón $ 1,25 
10 
Tablas de madera de 1m x 0,25m x 
0,30m 
$ 10,00 
2  pingos de 3m  $ 10,00 
1  Pingo de 4 m $ 5,00 
25 m de plástico transparente y negros $ 15,00 
7 Metros de geomembrana $ 280,00 





Cantidad Material/Insumo Costo 
1 Azadón $ 20,00 
2 Atomizador de 1000 ml $ 3,00 
1  Martillo $ 8,00 
1 Rollo de gasa esterilizada $ 5,00 
1 Rollo de papel aluminio $ 5,00 
1 Rollo de algodón esterilizado $ 5,00 
1 Caja de mascarillas $ 7,00 
1 Caja de gorros  $ 7,00 
100 Cajas petri $ 80,00 
1  Par de guantes para calor $ 5,00 
10 Cajas de fósforos $ 1,30 
1  Galón de alcohol $ 10,00 
5 Asas de metal $ 3,00 
100 Tubos de ensayo con tapa $ 80,00 
1 Agar Mc Conkey $ 200,00 
1 Agar cetrimide $ 200,00 
1 Agar MHPC $ 200,00 
1 Caldo nutritivo $ 200,00 
8 Análisis de TPH $ 250,00 
3 Pruebas API $ 600,00 
1 Galón de melasa $ 5,00 
  Reactivos y sales $ 100,00 
  Transporte $ 50,00 
200 
Horas  de alquiler de laboratorio con 
aparatos y materiales  
$ 5.000,00 
200 Horas de laboratorista $ 5.000,00 
TOTAL FASE IDENTIFICACIÓN $ 12.432,50 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
Como se observa en la tabla se invirtió 12.432,50 USD en la identificación 
y evaluación de las cepas degradadoras, sin embargo este costo 





proyecto, debido a que el rubros especificados por horas de alquiler de 
laboratorio  fueron auspiciados por el  Centro de Biología de la 
Universidad Central del Ecuador, lugar donde se elaboró toda la parte 
experimental. 
También se hizo un presupuesto de lo que costaría la puesta en marcha 
en la empresa como se muestra a continuación: 
Tabla 17. Presupuesto proyecto biotratamiento 
Actividad Costo 
Implementación de un área de trabajo de 
laboratorio bioseguro 
$ 50.000,00 
Colocación de techo en todas la piscinas $ 4.000,00 
Laboratorista $ 10.000,00 
Remoción de tierras cada 10 días $ 1.000,00 
Consumo de luz y agua $ 1.000,00 
Costos de mantemiento $ 2.000,00 
Reactivos y agares para la preparación de pool 
bacteriano 
$ 1.000,00 
TOTAL FASE DE TRATAMIENTO $ 69.000,00 
Fuente: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
Según la anterior tabla se invertiría una cantidad aproximada de 69.000 
USD, en el proceso de implementación del biotratamiento, con lo que 
junto con la identificación y evaluación de las cepas nos daría el total que 
se muestra. 
Tabla 18. Costo por biotratamiento 
COSTO POR BIOTRATAMIENTO CON 
BACTERIAS  DE 1500 m3 DE RIPIOS 
CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS 
BASE ACEITE 
TOTAL FASE IDENTIFICACIÓN $ 12.432,50 
TOTAL FASE DE 
TRATAMIENTO 
$ 69.000,00 
TOTAL $ 81.432,50 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
Es decir que el total de inversión por parte de la empresa sería 81.432,50 





 La capacidad instalada para el proyecto servirá para seguir 
desarrollándolo, es decir que podría existir una oportunidad de 
negocio a largo plazo para la empresa. 
 El impacto ambiental identificado, tan sólo correspondería a la 
generación de olores de los volátiles presentes en los ripios. 
 Se utilizaría poco personal para el control del proceso y se 
aprovecharía la capacidad instalada que ya posee la empresa, 
reabriendo el laboratorio y adecuándolo a las necesidades 
microbiológicas. 
 Se podrían reutilizar los ripios recuperados para rellenos o en la 
construcción. 
 El costo resulta bajo. 
La única desventaja encontrada sería el tiempo que los ripios deben estar 
en proceso de biotratamiento. 
Estos costos, ventajas y desventajas son comparadas con el proceso de 
incineración, debido a que la empresa ya posee la capacidad instalada 
para dicho proceso. Los costos por incineración de los 1500 m3 de ripios 
contaminados corresponden a: 
Tabla 19. Costo por incineración 
COSTO POR INCINERACIÓN DE 1500 m3 DE 
RIPIOS CONTAMINADOS CON 
HIDROCARBUROS BASE ACEITE 
COSTO DE INCINERACIÓN POR 
m3 $ 3.000,00 
m3 A INCINERAR $ 1.500,00 
TOTAL  $ 4.500.000,00 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
Es decir que a la empresa le costaría 4´500.000 USD la incineración del 
mismo volumen de ripios contaminados con las siguientes ventajas: 
 Existe disminución en el volumen y peso de los ripios 





Entre las desventajas encontradas se tiene: 
 Las emisiones gaseosas generadas por el proceso de combustión. 
 La generación de ceniza contaminada que no tiene reuso, tan sólo 
se almacena en la planta, generando pasivos ambientales a largo 
plazo. 
 El costo generado por medio de este proceso es muy elevado. 
 Debido al gran volumen a incinerar resultaría perjudicial para el 
ingreso de material que generalmente se incinera. 
A continuación se muestra la comparación de costos de ambos procesos: 
Tabla 20 Comparación de costos 
COMPARACIÓN DE COSTOS  
BIOTRATAMIENTO CON 
BACTERIAS $ 81.432,50 
INCINERACIÓN  $ 4.500.000,00 
AHORRO PARA LA EMPRESA $ 4.418.567,50 
Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
De acuerdo a la tabla la implantación de biotratamiento de ripios de 
perforación base aceite con bacterias la empresa ahorraría 4´418.567 











Gráfico 5. Comparación de costos de tratamiento de ripios contaminados 
 
     Elaborado por: Cevallos, D. Niño, H; 2014 
 
A continuación se analiza gráficamente las ventajas y desventajas de 
cada uno de los procesos: 
Gráfico 6.  Comparación de ventajas y desventajas entre biotratamiento e 
incineración 
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La gráfica muestra que las ventajas de biotratamiento con bacterias son 5, 
mientras que las de la incineración son tan sólo dos, en tanto las 
desventajas de la incineración son 4 frente a las del biotratamiento con 














5.1.1. Las cepas bacterianas degradadoras de hidrocarburo aisladas e 
identificadas de los ripios de perforación base aceite de la 
empresa HAZWAT en función de su morfología microscópica, 
morfología colonial y las pruebas bioquímicas aplicadas como 
oxidasa, catalasa, OF, TSI, SIM y API, fueron Pseudomona 
aeruginosa y Bacillus licheniformis. 
5.1.2. La unidad experimental que se trató con  Pseudomona 
aeruginosa al 5% disminuyó en un 75,2% el TPH de los ripios 
contaminados, seguida de Pseudomona aeruginosa al 7% que 
disminuyó el TPH en 74,1%, a este resultado le sigue el 
porcentaje de remoción del 67,1% correspondiente a la unidad 
experimental Pseudomona aeruginosa al 3%, la unidad 
experimental con Bacillus licheniformis al 3% obtuvo un 
porcentaje de remoción del 54,6 %, la unidad experimental con 
bacillus licheniformis al 7% disminuyó los niveles de TPH en un 
53, 8 % y finalmente la unidad experimental con bacillus 
licheniformis al 5% obtuvo un porcentaje de remoción del 48,3 
%.  
5.1.3. Los resultados obtenidos demuestran que las unidades tratadas 
con Pseudomona aeruginosa obtuvieron buenos resultados al 
disminuir hasta en un 75,2% de los niveles de TPH en los ripios 
de perforación base aceite contaminados, adicionalmente de 
acuerdo a los resultados del análisis comparativo de costos 





ripios, resulta la opción más viable y factible el biotratamiento 
expuesto en el presente estudio, ya que es la mejor opción 
económica y es ambientalmente sustentable. Por lo tanto la 
utilidad de esta cepa es una alternativa eficiente para degradar 
hidrocarburos en ripios de perforación base aceite,  sin embargo 
se requiere mayor tiempo de biotratamiento para alcanzar los 




5.2.1. Que en la fase de identificación de las cepas bacterianas se 
mantenga una bioseguridad adecuada, debido al riesgo que 
conlleva manipular colonias del género  Pseudomona, cuando 
el organismo se encuentra inmunodeprimido. 
5.2.2. Que se deben mantener las condiciones mínimas requeridas de 
pH, temperatura y nutrientes que las bacterias necesitan para 
su crecimiento, con el fin de obtener mejores resultados en el 
proceso de biotratamiento. 
5.2.3. Que el tiempo de biotratamiento se dé durante al menos 6 
meses para que la concentración de TPH llegue a los límites 
permisibles establecidos según la legislación ambiental vigente, 
mediante la inversión de condiciones adecuadas de la empresa 
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Organismo que solo puede vivir en un medio con oxígeno, utilizando el 
mecanismo de respiración aerobio 
 
Agar-agar 
Esta gelatina es un polisacárido sin ramificaciones obtenidos de la pared 
celular de varias especies de algas de los 
géneros Gelidium, Euchema yGracilaria entre otros resultando según la 
especie de un color característico. El agar nutritivo es usado como medio 
de cultivo para el crecimiento de bacterias y hongos, pero no 
para virus (aunque los virus bacteriófagos crecen frecuentemente en 
bacterias cultivadas en agar). 
 
Ambiente aerobio 








Es el uso de un autoclave que es un  recipiente de presión metálico de 
paredes gruesas con un cierre hermético que permite trabajar a alta 
presión  para realizar una reacción industrial, una cocción o 
una esterilización con agua 
 
 Autóctono 
Procede del mismo lugar, en este caso proceden, se reproducen 




Son microorganismos unicelulares que presentan un tamaño de unos 
pocos micrómetros (entre 0,5 y 5 μm, por lo general) y diversas formas 
incluyendo esferas (cocos), barras (bacilos) y hélices (espirilos). Las 
bacterias son procariotas y, por lo tanto, a diferencia de las 
células eucariotas (de animales, plantas, hongos, etc.), no tienen 
el núcleo definido ni presentan, en 
general, orgánulos membranosos internos.  
 
Bacterias Gram 
Forma de clasificación de bacterias. Estas se pueden dividir en dos  
grupos: Gram positivo (+) y Gram negativo (-). Esta división se basa en la 
capacidad de reacción de las bacterias frente al método de coloración, 
desarrollado por Christian Gram en 1884. Las que se tiñen con el 







Es la fracción ingestada de un nutriente que es disponible para un 
organismo. Es decir, que se refiere al porcentaje de los compuestos que 




Añadir microorganismos con una disponibilidad mínima de nutrientes. 
 
Biopelicula (biofilm)  
Comunidad compleja de microorganismos que secretan una matriz  




Uso de organismos (entre ellos procariontes) para reducir o eliminar 
contaminantes de las diferentes actividades de los humanos. 
 
Biótica  
Propio de los seres vivos 
 
C 
Caldo minimal  
Es un caldo conformado los minerales y nutrientes mínimos para el 






Es, en microbiología, una variante fenotípica de una especie o, incluso, de 
un taxón inferior, usualmente propagada clonalmente, debido al interés en 
la conservación de sus cualidades definitorias. De una manera básica 
puede definirse como un conjunto de especies bacterianas que 
comparten, al menos, una característica. 
Citocromos  
Los citocromos son proteínas desempeñan una función vital en el 
transporte de energía química en  todas las células vivas.  
 
Contaminación  
Cambio perjudicial en las características físicas, químicas o biológicas del 
ambiente y que puede afectar la vida humana y de otras especies. La 
presencia en el ambiente, por acción del hombre, de cualquier sustancia 
química, objetos, partículas, microorganismos, formas de energía o 
componentes del paisaje urbano o rural, en niveles o proporciones que 
alteren la calidad ambiental y, por ende, las posibilidades de vida. 
 
Cultivo 
Población de microorganismos que se obtiene del crecimiento de un 













Desecho con propiedades intrínsecas que ponen en riesgo la salud de las 
personas o que pueden causar un daño al medio ambiente. Entre las 
propiedades que convierten a un residuo en peligroso se encuentran la 





Estándares de turbidez McFarland  
Se usan como referencia en suspensiones bacteriológicas para saber que 
el número de bacterias por mililitro, o más bien en UFC  según una escala 
que va de 0.5 a 10. Estos estándares son creados al mezclar soluciones 








 Efecto que produce una determinada acción humana sobre el medio 





decir que el impacto ambiental es aquella alteración de la línea de base 
como consecuencia de la acción antrópica o de eventos de tipo natural. 
 
Inoculación  
El origen de la palabra inocular es del verbo latino inoculare. Éste está 
compuesto por la preposición in-(indicando la idea de penetración: en, 
dentro de) y el sustantivo oculus, oculi (ojo).Introducción de una sustancia 




Es cualquier objeto, material, sustancia o elemento sólido, semisólido, 
líquido o gaseoso resultante del consumo o uso de un bien en actividades 
domésticas, industriales, comerciales, institucionales o de servicios, que el 
generador abandona, rechaza o entrega y que es susceptible de 
aprovechamiento o transformación en un nuevo bien, con valor 




Es el acto de colocar el material bacteriológico en el medio de cultivo para 
promover su crecimiento y desarrollo, y subsiguiente multiplicación. El 










Grado de efectividad de una sustancia tóxica. Se trata de una medida que 
se utiliza para nombrar el grado tóxico de los elementos, tanto sobre un 
organismo completo (por ejemplo, el ser humano) como sobre una 
subestructura (una célula). 
 
TPH 
Hidrocarburos Totales de petróleo contenidos en un medio (solubles o 
recuperables con ciertos solventes). 
 
Triptófano 
El triptófano (abreviado como Trp o W)  es un aminoácido generado por 


























ANEXO C. REGISTRO FOTOGRÁFICO 
 
Fase I: Fase de campo 
Muestreo para análisis microbiológico en el laboratorio 















2. Toma de muestras 
 
 












Fase II.  
Aislamiento de las cepas bacterianas 
Preparación de caldos minimales “Zijac” y “Solana”  













Siembra en m – HPC Agar e incubación 
 
 


































































Fase III. Conformación de Área Experimental Experimentación a 
pequeña escala 
1. Adecuación / aplanamiento del área destinada para las camas de prueba 
 






























4. Mezcla con zeolita , homogeneización y disposición de ripios de perforación 
en camas construidas 
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Minas, Petróleos y Ambiental 
Escuela de Ingeniería Ambiental 
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Universidad Central del Ecuador 
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Octubre 2011, 20 horas 
 
La Asociación Interamericana de 
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Taller del Proyecto Registro de 
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Entorno Windows: Word, Excel, Access, 
Power Point. 
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En el proyecto “Elaboración de los 
Estudios Técnicos de Calificación de 
Riesgo” 
Marzo – Mayo, 2012 
 
CONGEMINPA CÍA. LTDA. Pasantía 
Ayudante del proyecto Entidad de 






Ayudante en ensayos de Agua y Suelos 
Octubre – Diciembre 2011 
 






Departamento de SSA (Salud, 
Seguridad y Ambiente) 
Campo Edén Yuturi 
Febrero – Marzo 2011 
 
SECRETARIA DEL AMBIENTE Pasantía: 




SERVIFRENO Prácticas de Especialización 








Lcda. Martha Basantes EX COLECTORA DEL COLEGIO LUIS 
FELIPE BORJA (2638065/ 0993094494) 
 
Ing. Giovanny Cevallos SENESCYT (0995065622) 
 
Ing. Darwin Córdova SUPERINTENDENTE DEL 
DEPARTAMENTO DE SSA – 
PETROAMAZONAS (0999742500) 
 
Ing. Diego Chacón  SUPERINTENDENTE DEL 
DEPARTAMENTO DE SSA – 
PETROAMAZONAS (0998357843) 
 
Lcda. Martha Fuentes MINISTERIO DE EDUCACIÓN (2291 
592) 
 
Dr. Arturo Hernández DOCENTE DE LA UNIVERSIDAD 
CENTRAL DEL ECUADOR 
(0995090698) 
 
Msc. José Martínez Barreno DOCENTE DE LA UNIVERSIDAD SAN 
FRANCISCO DE QUITO (2596195 /2356 
204) 
 
















Formación académica  
2000: Educación Primaria. 
Escuela Numa Pompilio Llona. 
2006: Bachiller Químico-Biólogo.  
Colegio Nacional Piloto de señoritas Hipatia Cárdenas de Bustamante.  
2013: Egresada  de la carrera de  Ingeniería Ambiental.  
Universidad Central del Ecuador. 
 
Formación extra académica 
2001: Auxiliar Técnica en Computación.  
Centro Internacional de Estudios, título avalado por el Ministerio de 
Educación. (60 horas) 
2008: Seminario Encuentro Ambiental (24 horas) 
Universidad Central del Ecuador. 
Dirección: Calle 7 y de los Ciruelos Conjunto Villa Urbana Departamento 
18, Quito. 
Teléfono: 02 2802748/0983702483 
e-mail: heidisita@gmail.com 
CI: 171283217-7 
Edad: 26 años 
Estado civil: Casada 





2012: Seminario “Operación y control de procesos en la industria 
petrolera” (24 horas)  
Universidad Central del Ecuador. 
2012: Curso de Autocad (30 horas) 
Universidad Central del Ecuador  
2012: Curso de Autocad 3D (30 horas) 
Universidad Central del Ecuador. 
2013: Sistema de Información Geográfica SIG- básico y avanzado (60 
horas). 
Centro Panamericano de Estudios  Iberoamericanos Geográfico 
Espaciales CEPEIGE-IGM. 
2013: Taller de Geotermia.(44 horas) 
Instituto Nacional de Pre-inversión. 
2013: Auditor interno ISO 14001-2004 (24 horas) 
SGS Systems & Services Certification. 
2013: Auditor interno ISO 9001-2008 (24 horas) 
SGS Systems & Services Certification. 
2013: Taller de Energía Eólica. (44 horas) 
Instituto Nacional de Pre-inversión. Universidad Central del Ecuador 
 
Experiencia laboral 
2005: Industrias OZZ 
Pasante en control de calidad. 
2009: Municipio del Distrito Metropolitano de Quito. 
Inspecciones, visitas e informes técnicos, educación ambiental, 
forestación y participación en la elaboración de proyectos. 
2012: Ingeniero geólogo Galo Albán 
Asistente en el diagnóstico de pasivos mineros en la micro cuenca del río 





2013: Moyagest. Seguridad y Ambiente 
Técnica ambiental en Proyecto CNT- HUAWEI 3D expansión. 
2014: Casabaca Toyota 
Gestión ambiental de las 11 agencias a nivel nacional: Gestión de 
residuos, certificaciones ambientales, registro generador de residuos 
peligrosos, mejoras sistema integrado de gestión, Seguimiento plan de 
manejo ambiental, informe análisis de ruido gases y agua, seguimiento 
legislación ambiental vigente, análisis de indicadores de gestión, 
seguimiento planta de aguas residuales, plan minimización desechos 
2014: CELEC EP-HIDROTOAPI 
Gestión ambiental en cumplimiento en PMA. Gestión de desechos. 
Supervisión ambiental del proyecto. 
 
Idiomas 
2012: Octavo Nivel en el idioma  Inglés (último nivel previo a la obtención 
de la suficiencia en el idioma). 
Universidad Central del Ecuador. 
Informática 
Oficce: Nivel avanzado 
Suficiencia en Informática y Ofimática. 
C++: Nivel medio 
ARG gis: Nivel avanzado 
AUTOCAD: Nivel avanzado 
 
Referencias personales 
Ing. Galo Albán 
Profesor de la carrera de Ingeniería Ambiental e Ingeniería  en Geología 
de la Universidad Central del Ecuador. Consultor líder del Proyecto 
“Diagnóstico de pasivos mineros en la micro cuenca del río Pilaló y 








Ing. Carlos Toledo 




Ing. Doris Zurita 




Ing. Johana Villamarin 
Jefe Gestión Ambiental Casabaca Toyota. 
jvillamarin@casabaca.com 
 0999704645 
 
 
